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脳虚血性疾患
27％
緒言 
 
脳梗塞を含む脳血管疾患は, 総患者数が約 123 万人であり(厚生労働省平成 23 年「患者調査の
概況」), 我が国における死因の第 4 位に位置している (図 1). その中でも脳梗塞は国内年間死亡
者数が約 7 万人 (厚生労働省平成 23 年「人口動態統計の概況」) であり, 重篤な疾患である. ま
た, 脳梗塞に罹患すると, たとえ生存できたとしても, 片麻痺や言語障害, 認知症などの後遺症
が残る危険性が高い. そのため, 脳梗塞は要介護となる疾患の中でも第一に位置している (図 
2)
1)
. 更に, 脳梗塞で懸念されることに, 再発率が非常に高い疾患であるということが挙げられ
る. 脳梗塞発症から 1 年以内に 10 人に 1 人が, そして 10 年以内に 2 人に 1 人が再発をすると報
告されている 2). 現在の日本は本格的な後期高齢化社会に突入している. そのため, 脳梗塞の発
症率・再発率は今後更に増加するものと考えられ, 2020 年には約 300 万人に達すると予想されて
いる 3). そのため, 脳梗塞に対する医療ニーズは非常に高く, 脳梗塞治療の更なる発展は必要不
可欠であると言える.  
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 疾患別の死亡率（厚生労働省による統計）   図 2 介護が必要となった原因疾患 
 
＜脳梗塞治療の現状と問題点＞ 
脳梗塞治療は、「Time is brain」と言われるほど、脳梗塞発症からどれだけ素早く治療を行える
かが重要である. 特に血栓溶解薬の組織プラスミノーゲンアクチベータ (tissue plasminogen 
activator; t-PA) は脳梗塞に対し, 劇的な治療効果を発揮する.4, 5). しかし, 脳梗塞の病態が進行し
た状態で, t-PA を投与すると, t-PA の強力な血栓溶解作用により, 脳出血を誘発させるリスクが
高くなってしまう. そのため, t-PAが投与できるのは, 脳梗塞発症後 4.5時間以内と限定されてお
り(脳卒中ガイドライン 2015), 治療可能時間の短い薬剤といえる. これら t-PAの投与時間の制限
や脳出血誘発といった問題点から, 実際に t-PA 療法を施行できる患者は脳梗塞患者全体の 10%
以下にしかすぎないのが現状である 6). 以上のことから, より効果的で治療可能時間の長い脳梗
塞治療薬の探索は急務である.  
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＜治療可能時間の長い脳梗塞治療薬をみつけるためには＞ 
図 3 に示すように, 脳梗塞後の脳
内では, 急性期に引き起こされる血
栓形成に伴う脳血流量低下や興奮
毒性による細胞障害と 7-9), 亜急性
期に引き起こされる炎症反応によ
る細胞障害が惹起される 10). このよ
うな亜急性期に起こる炎症に対し
ては, t-PA は効果をもたず, 他に有
用な薬物も現在までに存在してい
ない 11). よって, ①急性期において, 
脳出血誘発のリスクが少ない血栓溶解作用を持つ薬物や, ②亜急性期以降において, 炎症反応を
中心とした細胞障害を軽減する薬物が, 脳梗塞の治療可能時間を長くする薬物として求められ
ていると考える.  
 
＜vWF切断酵素 ADAMTS13に関する基礎研究＞ 
～新たな血栓溶解薬～ 
von Willebrand Factor (vWF) は血管内皮細胞や肝臓などで産生される糖蛋白質であり, 分子量
250kDa の単一サブユニットが S-S 結合を介して重合し, 血漿中で 500～20,000kDa のマルチマ
ーとして存在している 12). その vWF の主な生理機能は, 一次止血因子として障害を受けた血
管内皮に接着し, 血小板の粘着・凝集反応を促進させることで, 止血機能を維持する役割を果
たしている 13). しかし, vWF による血液凝固反応が強すぎると心筋梗塞や脳梗塞などの血栓症
を引き起こしてしまう. それを防ぐため, 適切な止血機能維持に関わっているものが, vWF を
特異的に切断する酵素の A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1 motif 13 
(ADAMTS13) である 12-14). ADAMTS13 は亜鉛型金属プロテアーゼであり,  vWF の A2 ドメイ
ンに存在する Tyr842-Met843 間のペプチド結合を特異的に切断することで, 適切な止血機能維
持に関与していると考えられている 12). また, 人の血中では約 10 μg/mlの濃度で循環している
タンパクである 15).  
近年の研究成果により, このADAMTS13が血小板減少症の鑑別診断, 特に血栓性血小板減少
性紫斑病（Thrombotic Thrombocytopenic Purpura ; TTP）の診断にきわめて重要であることが確
立された 12, 16, 17). TTPは ADAMTS13の機能不全により発症すると言われており 16, 17), vWFの過
剰発現により全身に微小血栓を形成し, 多臓器窓外を誘発させる疾患である. この TTP の特徴
から, ADAMTS13は vWFを切断することにより, 生体内で血栓溶解的に働いていると考えられ
る. この性質を活かし, 新たな血栓溶解作用を持つ薬剤としてADAMTS13タンパクを脳梗塞治
療に応用できる可能性があると考えた.  
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＜ADAMTS13の脳梗塞治療における可能性 : t-PAを超えることができるのか＞ 
～ずり応力依存的な血栓溶解～ 
志田ら (2008 年) により, ADAMTS13 には, ずり
応力依存的に vWF を切断する特徴を持つことが報
告されている 18). 図 4で示すように血栓が形成され
ると血流速度に差が生じる. そして血流速度の速
い側では血栓を引き延ばそうとする力が働き, vWF
の stretch が起きる. これを血液のずり応力と呼び, 
ADAMTS13 はこのずり応力により引き延ばされた
vWF を切断することで血栓溶解作用を示す. その
ため ADAMTS13 は, 血流に直接暴露されている血
栓表面部位, つまり血栓の端から徐々に血栓を削
る作用を示す(図 4). このことから, t-PAがフィブリノーゲンを溶解し線溶作用を示すことに対
し, ADAMTS13 は本来生体防御に必須な止血機能を維持した状態で, 病的血栓を溶解すると考
えられる. よって, ADAMTS13 が, t-PAで問題となる脳出血の誘発を克服できる可能性があり, 
t-PAに替わる脳梗塞治療薬の候補として可能性があると考えられる. 
 
～新たな治療ターゲット : 炎症反応～ 
ADAMTS13 は, 1427 アミノ酸残基からなる一本鎖のメタロプロテアーゼであり 12), 図 5 に示
すようなマルチドメインをもつ. このうち, ADAMTS13 は Thrombospondin type 1 (TSP-1) repeats
を介して, CD36受容体と結合することが報告がされている 19). この結合は一般的に, ADAMTS13
が, 血管内皮細胞等の CD36 と結合することで, 固相化酵素として機能するために重要であると
考えられている 19). しかし, CD36 とは血管内皮, ミクログリア, マクロファージ上に発現してい
る膜貫通型の蛋白であり, スカベンジャー受容体として生理機能を持つ 20). また, CD36は下流の
NF-κB を介して, 炎症性サイトカインの産生に関与しており 21), CD36KO マウスでは脳梗塞後の
炎症反応が抑制され, 梗塞巣体積が減少すると報告されている 22). また, この CD36 のアンタゴ
ニストとして TSP-1 を使用している文献等がある 23). つまり TSP-1 をマルチドメインに含む
ADAMTS13はCD36との結合を介し, 血栓溶解に伴う 2次的な抗炎症作用だけでなく, 直接的に
抗炎症作用を示す可能性を持つことが期待できる.  
 
 
図 5 ADAMTS13 のマルチドメイン 
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＜本研究の概要＞ 
本研究では, MCA閉塞モデルマウスを用いて, 脳梗塞時におけるADAMTS13の病態生理学
的役割の解明と, それを応用した脳梗塞治療への適用を目的としている. 第 1 章では, 基礎
検討としてMCA閉塞モデルマウスに梗塞巣が形成されていることを確認し, MCA閉塞後の運動
機能の経日的な変化を検討した. また, それに伴う脳内変化を検討することで, 脳梗塞治療のタ
ーゲットとなりえる標的分子を探し出した. 第 2 章では, 脳梗塞発症時における ADAMTS13 の
病態生理的役割を解明し, ADAMTS13 が, t-PAに替わり, 脳出血を誘発することなく, 血栓溶解
作用をもつ新規治療薬の候補となりうるか検討した. 第 3章では, ADAMTS13が t-PAに比べ, よ
り治療効果の高いものとして確立するため, ADAMTS13 が血栓溶解に伴う 2 次的な抗炎症作用
だけではなく, 直接的に抗炎症作用を示すのか in vivo により検討を行った.  
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第 1章 中大脳動脈 (MCA)閉塞モデルの基礎検討 
  MCA 閉塞による運動機能障害の経日的な変化を, 脳虚血急性期から慢性期まで検討した. また, 
それに伴う脳内変化を, 脳虚血急性期 (~1d), 脳虚血亜急性期 (~7d), 脳虚血慢性期 (~14d)と分け
て検討することで, 時間軸毎の脳梗塞治療のターゲットとなりえる標的分子を探し出した. 
 
第 1節 脳虚血後の行動学的変化   
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物は 6-7 週齢, 体重 25-30gの ddY 系雄性マウス（紀和実験動物研究所, 和歌山）を用い
た. マウスは、プラスチックケージ内に入れ, 室温 21±2℃, 湿度 60±2%および 12 時間の明暗サ
イクル（7:00 AM に点灯）の動物室で飼育した. なお、水および餌（CE-2 ; 日本クレア株式会社 
東京）は自由摂取できるようにした. 実験動物の取り扱いについては, 福岡大学動物実験委員会
（Experimental animal care and use committee）に準じて行った.   
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1. MCA閉塞マウスの作成手順 
 マウスを 2% イソフルラン吸入より麻酔を導入し, 効果が得られた後に 1%で維持した. マウ
スを仰向けに手術台に固定し, 頚部中央を切開し, 左側総頸動脈と外頸動脈を結紮した. 総頸動
脈分岐部を約 1 mm 程度切開し, 塞栓子が MCA の起始部に到達するように, 切開口から 9 mm
挿入した. 再灌流は, 塞栓子を手前に引き抜くことによって行った. 塞栓子は長さ 11 mmの 8-0
ナイロンモノフィラメント（Ethilon ; Ethicon, NJ, USA）の先端から 4 mm をシリコン樹脂
（Xantopren ; Bayer Dental, Osaka, Japan）でコーティングしたものを使用した. コーティング部分
の直径は, 体重により適切な太さを選択した. MCA閉塞時間は 30分, 2時間, 4時間など目的に合
わせて変えている. また, 梗塞巣の変化を観察するためMCA閉塞 24時間後に TTC染色を行い, 
梗塞巣体積の変化を検討した.  
 
1.2.2. 2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride（TTC）染色 
<使用試薬> 
(a) 2% TTC 溶液 
  TTC (Sigma 製) 試薬を生理食塩液で溶解し, 2% (w/v) に調製した. 
 
<測定原理> 
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 TTC は水素で還元され, 水に溶けない赤色をした TPF（トリフェニルホルマザン）となる. ミ
トコンドリアには好気呼吸に関する酵素群の１つであるコハク酸脱水素酵素が含まれている. 
TTC 溶液の中に脳組織切片を入れると, 組織中ミトコンドリア内で基質の脱水素反応が起こり, 
遊離した水素で TTCが還元される. 還元された TTCは赤色の TPFとなるため, ミトコンドリア
正常部位の組織が赤色を呈する.  この原理を利用して, 大脳皮質分子層以外のミトコンドリア
が染まらない白色の部分を梗塞巣とし, その体積を計測した. 
 
 
 
 
 
 
 
＜方法＞ 
MCA閉塞後, 所定の時間後に再灌流を行い, MCA閉塞 24時間後にマウスの頸椎を脱臼した後, 
直ちに断頭した. 取り出した脳を冷却した生理食塩液でよく冷やし, 大脳皮質を含む脳の前額断
スライスを 2 mm間隔で作製した. 切片を 2 % 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride（TTC, SIGMA）
溶液中で 37℃, 30 分間インキュベートした. そして，スライドガラス上に並べ, デジタルスチル
カメラ（MVC-FD91, SONY）で撮影した. 
 
1.2.3. 梗塞巣体積の算出 
 梗塞巣体積は, 割面の写真から梗塞総面積を画像解析ソフト（NIH Image 1.63）で測定し算出
した. 
 
1.2.4. Neurological score と生存率の評価 
Neurological score は, 神経障害の程度によって点数化し評価した. また, 生存率は肉眼的観察
により経日的に確認した. 
＜Neurological score＞ 
0: normal motor function 
1: flexion of torso and of contralateral forelimb upon lifting of the animal by the tail 
2: circling to the contralateral side but normal posture at rest 
3: circling to the contralateral side 
4: rolling to the contralateral side 
正常なミトコンドリア 
コハク酸脱水素酵素 
TTC 
Reduction 
TPF (Red) 
H＋ 
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5: leaning to the contralateral side at rest（no spontaneous motor activity） 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.5. Rota-rod 法による協調運動機能の検討  
Rota-rod装置は, 直径 3cmのプラスチック製の棒が一定の速度で回転しており, この上にマウ
スを回転方向と逆向きに頭の位置がくるように乗せ, 落下するまでの時間を測定した. また, 
MCA閉塞 7日前より rota-rodに 120秒間乗れるように訓練をしたのちにMCA処置を行った. 回
転速度は 510 rpmで行い, 観察時間を最大 120 秒とし, 3 回の平均を評価値とした. 
 
1.3. 統計処理 
独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1. 梗塞巣体積  
  梗塞巣体積について図 6に示した. MCA閉塞後 24時間後に, 脳を取り出しTTC染色を行った
ところ、MCA閉塞群では梗塞巣が形成されていることが確認された.  
Sham ; 0 mm
3
,  4h MCA閉塞 ; 88.0±9.8 mm3. 
 
2.2. Neurological score 
  Neurological score について図 6 に示した. MCA閉塞後, 継続的に神経障害はみられたが, 1-3 日
目をピークに改善傾向にあることが認められた.  
Sham (4 時間後~14 日後) ; 0.  
4h MCA閉塞; 1 日後 3.45±0.2, 3 日後 4.10±0.2, 7 日後 2.91±0.5, 14 日後 1.90±0.2. 
 
2.3. Rota-rod を用いた協調運動失調の評価 
協調運動失調の評価について図 7 に示した. MCA 閉塞後, 協調運動失調が認められたが, 日に
ちが経過するにつれて改善傾向にあることが認められた. 
flexion 
 
circling 
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Sham ; 1 日後 120.0±0.2 s, 7 日後 119.0±1.1 s, 14 日後 120±0 .4s. 
4h MCA閉塞 ; 虚血 1 日後 20.0±10.4 s, 虚血 7 日後 40.8±12.7 s, 虚血 14 日後 81.0±17.5 s. 
2.4. 生存率 
  生存率について図 7 に示した. MCA閉塞後 14 日後までに 35%が生き残ることが認められた. 
Sham (4 時間後~14 日後) ; 0%. 
4h MCA閉塞; 1 日後 90.8%, 7 日後 54.6%, 14日後 35%. 
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第 2節 脳虚血後の脳内変化 (脳虚血急性期) <脳虚血後の脳血流量変化とグルタミン酸遊離量> 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節 1.1.と同様である.   
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1. MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1節 1.2.1.と同様である. 
 
1.2.2. 脳血流量測定 
脳血流は, 直径 5 mm の probe（ALF 2100, Advance Co, Tokyo, Japan）を用い, laser Doppler 
flowmetry（ALF21, Advance Co., Tokyo, Japan）を用いて測定した.  Probe の植え込みは MCA閉
塞を行う前日に施行した . Probe の植え込み方法はガイドカニューレを用いて , sodium 
pentobarbital 50 mg/kg の腹腔内投与麻酔下で, マウスをマウス定位固定装置に固定した後, 頭皮
を切開し, 虚血同側である左半球の大脳皮質（A:-0.22mm, L:2.5mm, H:1.5mm）に施した. 各部位
は, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinatesを参考にした. 脳血流測定はMCA閉塞 30分前から
行い, MCA閉塞から 4 時間, さらに再灌流から 20 時間まで測定した. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.3. グルタミン酸遊離量測定 
  生存している状態での脳内の遊離物質を測定するために脳内透析法 (Microdialysis法) を行っ
た.  Microdialysis 法によりグルタミン酸測定装置を用いて, マウス脳内の脳虚血後のグルタミ
ン酸遊離量を測定した.  
完成系 分解
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<使用試薬> 
(a) リンゲル液 
  NaCl : 0.86 g,  KCL : 0.03 g,  CaCl2 : 0.033 g を超純水 100 mL に溶解して調製した. 
(b) グルタミン酸標準液 
  L-グルタミン酸 (Wako) 14.7 mgを超純水により全量 10 mLに調製した.  更に, 0.1N 塩酸で溶
解し, 10 mM の標準液として冷蔵保存した.  実験を行う際にはこれをリンゲル液で 10 μMに調
製した. 
(c) 移動層 
  Na2HPO4・12H2O (キシダ化学) 5.37 gを超純水 1 Lに溶解した後, 10倍希釈した特級リン酸 (キ
シダ化学 ) を加えて , pH7.5 (7.48~7.53)になるように調製した . これに 250 mg の
Hexadecylammonium Bromide  (ナカライテスク) を加えて溶解した. 
 
<Microdialysis probe の植え込み手術> 
  マウスの麻酔には sodium pentobarbital 50 mg/kg を使用し, 脳定位固定装置に頭部を固定した.  
Paxious & Watsonの脳図譜に従い, 虚血同側の大脳皮質 (A:-0.22mm, L:2.5mm, H:1.5mm) にガイ
ドカニューレ (UI-AG-2, Eicom) を埋め込んだ. これを歯科用セメント (クイックレジン, 松風)
を用いて固定した.  歯科用セメントが完全に乾いた後に, ダミーカニューレ (UI-AD-2, Eicom)
をガイドカニューレに挿入し, キャップナット (AC-1, Eicom) で固定し, マウスの頭皮を縫合
した. 手術後, 透析実験開始まで 1 匹ずつ飼育用ケージ内で飼育し, 翌日実験に供した.   
 
<Dialysis probe> 
  本実験に使用した probe類は全てEicom社より購入した. マウスの脳内に植え込むガイドカニ
ューレ  (0.75mm ID×0.85mm OD×8mm), 透析時に用いる透析プローブ  (A-UI-4-02) (0.7mm 
OD×17mm, 透析膜の長さ 2mm), およびダミーカニューレ (0.7mm OD×17mm) を用いた. なお, 
これらのカニューレに接続するチューブには , ジョイント付きテフロンチューブ (0.1mm 
ID×0.4mm OD×50cm)を用いた. 
 
<分析機器ならびに測定条件> 
  測定には高速液体クロマトウラフィー電気化学検出法 (HPLC-ECD) を使用した.  電気化学
検出器ECD-300 (Eicom) を用いて, 白金作用電極にAg-AgCl2参照電極に対して+500mの印加電
圧を負荷して用いた. カラムはグルタミン酸分析用カラム E-GEL (φ4.6×150mm, Eicom) に酵素
固定カラム E-ENZ (glutamate oxidase が固定されたもの, φ3×4mm, Eicom) を接続して用いた.  
カラム温度はカラムオーブン ATC-300 (Eicom) により 30℃に保たれるように設定した.  HPLC
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ポンプ EP-300 (Eicom)の流速は 0.5mL/minに設定した.   
  灌流のためのポンプは, マイクロシリンジポンプ ESP-64 (Eicom) を用いて, 流速 2 μL/minで
灌流した.  マウスの行動に影響がないように得られる灌流液の捕集には, フリームービング用
シーベルを用いてオートインジェクターEAS-20(Eicom)で 1 フラクションを 10 分間とした. 
 
1.3. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1. 脳血流量変化 
虚血-再灌流時の脳血流量変化を図 8 に示した. MCA 閉塞中は脳血流量の低下が認められた.  
MCA閉塞後 4 時間後の再灌流時には一過性に脳血流量が上昇し, 再び血流量の低下が認められ
た. 
<脳血流量> 
-閉塞中- 
MCA閉塞 1 時間後; 23.7±9.7 % of base,   MCA 閉塞 2 時間後; 22.1±9.0 % of base 
MCA閉塞 3 時間後; 20.1±8.2 % of base,   MCA 閉塞 4 時間後; 19.6±8.0 % of base 
 
-再灌流後- 
MCA閉塞 5 時間後; 64.4±26.3 % of base,  MCA 閉塞 6 時間後; 42.0±17.2 % of base 
MCA閉塞 7 時間後; 35.6±14.5 % of base,  MCA 閉塞 24 時間後; 22.5±9.2 % of base 
 
2.2. 遊離グルタミン酸定量 
  脳虚血により遊離したグルタミン酸量を図 9 に示した.  グルタミン酸は, 虚血中に上昇し, 
再灌流後徐々に低下した.  
<遊離グルタミン酸量> 
Sham; 0 時間後 1.1±1.0μM, 1 時間後 2.8±1.0 μM, 2 時間後 2.5±1.2 μM, 3 時間後 3.2±1.9 μM, 4 時
間後 3.3±1.5μM, 5 時間後 3.3±1.3μM.  
4h MCA 閉塞; 0 時間後 1.3±1.0μM, 1 時間後 29.1±10.4μM, 2 時間後 24.5±5.0μM, 3 時間後 
21.1±8.1 μM, 4 時間後 23.4±8.1μM, 5 時間後 7.1±1.9μM
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第 3節 脳虚血後の脳内変化 (脳虚血亜急性期) <脳虚血後の血液脳関門の崩壊と炎症反応> 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節 1.1.と同様である.   
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1. MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1節 1.2.1.と同様である. 
 
1.2.2. 血液脳関門 (Blood-Brain Barrier; BBB) 崩壊時間の検討 
Evans blueを生理食塩液で溶解し, 2.0%の濃度に調製する. Evans blueは血管内アルブミンと結合
することから, 通常、脳内の実質へのEvans blueの浸潤はみられない. この性質を使用して, 
2%Evans blue液をMCA閉塞後に10 μL/g の用量でマウスに尾静脈投与する. その後, 虚血再灌流
直後, 再灌流2時間後, 再灌流4時間後にマウスの脳を取り出し, Evans blueの脳内への浸潤を視覚
的に確認する. 
 
1.2.3. 炎症反応 (MPO 活性, HMGB1, CD36) 発現量測定 
  好中球由来の炎症マーカーである MPO (myeloperoxidase) 活性と炎症性サイトカインである
HMGB1, 炎症反応を誘導する受容体である CD36 について検討を行った. 
 
1.2.4. 組織標本の作製方法 
<使用試薬> 
(a) ヘパリン加生理食塩液 
  生理食塩液 
  ヘパリン 10 単位/mL 
(b) 4%パラホルムアルデヒド 
  パラホルムアルデヒド(Wako 製)を蒸留水で溶解し, 4%(w/v)になるよう調製した. また, 50℃
のインキュベーターを用いてパラホルムアルデヒドが全て溶解するまで暖めた後, pH調整を 1N 
NaOH 溶液を用いて行った ( pH7. 4). 
 
<操作手順> 
  マウスをジエチルエーテル麻酔下で開腹し, 予めヘパリン加生理食塩液を滴下させた状態の
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灌流針を左心室心尖部より挿入し, 挿入部を鉗子にて固定した.  続いて, 右心耳を切開し, 灌
流液の流出経路を確保した.  最初にヘパリン加生理食塩液を 20-40 mL程度流し, 右心耳からの
出血が淡色化してきたことを確認した後, 4%パラホルムアルデヒドに切り替え約 20-40 mL 流し
た.  灌流固定終了後灌流針を抜き, 断頭後全脳を摘出し, テフロンパックに入れ 4%パラホルム
アルデヒド中で保存した.  保存期間は最長 3日間とした. 
 
 
<切片作製> 
  固定済の標本を自動固定包埋装置 (サクラ精機) を用いて脱水し, 有機溶媒に充分に馴染ま
せた後脱脂し, パラフィンを浸透させ, Tissue Teck 包埋システムを用いてパラフィンブロックを
作製した.  次いで, 1 日冷所で保存したパラフィンブロックを, ミトクロームを用いて厚さ 5μm
の切片を作製し, スライドガラスに乗せて, パラフィン伸展器を用いて 37℃条件下で一晩乾燥
させた. 
 
1.2.5. MPO 抗体を用いた免疫組織学的検討 
<使用試薬> 
(a) TBS 
  1 M Tris-HCl (pH 7.4, ULTROL
®
 Grade  CALBIOCHEM® 製) 20 mL, NaCl 9 g を蒸留水に混合
し総量を 1 L にして調製した. 
(b) Primary antibody: anti-myeloperoxidase (Dako:Polyclonal Rabbit) 
  TBS を用いて 200 倍希釈を行った. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17 
 
<免疫染色の手順> 
 
 
1.2.6.  MPO 酵素活性測定法 
<使用試薬> 
(a) Hexadecyltri-methylammonium bromide (HTAB)  
  HTAB (Sigma 製)を 0.5% (w/v)になるように蒸留水で希釈した.   
(b) 50mM K3PO4 (pH6) 
  K3PO4 (212.28 g/mol, Sigma 製) 10.6gを蒸留水に混合し総量を 1Lにして, その後リン酸を用い
て pH6 に調製した. 
(c) o-dianisidine dihidrochloride  
  o-dianisidine dihidrochloride (Sigma 製) 33.4mg を蒸留水に混合し総量を 10mLに調製した.   
(d) Hydrogen peroxide (H2O2) 
  30% H2O2 (Wako 製)を蒸留水に混合し 1%に希釈して用いた. 
 
<実験手続き> 
  マウスの脳を摘出し, 小脳を取り除いた後, 速やかに虚血同側と虚血反対側に分画した.  そ
れぞれの脳組織の重量を測り, 1g に対して 1 mL の割合で HTAB を加え, ホモジナイズした. そ
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れをを遠心分離（4℃, 15,000 rpm, 3 min）し, 上清を採取 sample とした. 
 
<測定原理> 
  MPO はマクロファージ/好中球の細胞内顆粒内に存在しており, MPO 酵素活性を測定するこ
とによりこれらの細胞の活性化を間接的に測定することができる.  MPO のオキシダーゼ活性
を利用して H2O2を分解し, その後 o-dianisidine dihidrochloride が還元されることにより 450 nm
に最大吸収波長を持つ赤橙色を発色する. 
 
  また, 1molのH2O2が分解したときに与える吸光度への影響は ΔA=1.13×10
4
/minであることが
知られている .  よって , 1μmol の H2O2 が分解したときに与える吸光度への影響は
ΔA=1.13×10-2/minである.  そこで, 今回 1μmolの H2O2が分解したときに与える吸光度への影響
を 1Unit of MPO とした. 
 
1.2.7. ELISA 法 
1.2.7.1. 血中タンパク質の抽出 
  炎症性サイトカインである HMGB1 を脳梗塞後の炎症マーカーとして測定をする. 
 採血は, エーテル麻酔下で MCA 閉塞から 1, 7, 14 日後にマウスの下大静脈より行い, それぞれ
1000 μL を採血した.  その後, 遠心分離(3000rpm,10min)を行い, その上清を 400-500 μL 取り, 
microcon YM-100 (Millipore 製) にて遠心分離濾過を行った.  その抽出液を HMGB1 ELISA kit (シ
ノテスト) を用いて血漿中 HMGB1 濃度を測定した 
 
1.2.8. Western blotting 
1.2.8.1. 脳分画からのタンパク質抽出 
<使用試薬> 
(a) TBS 
  1 M Tris-HCl (pH 7.4, ULTROL
®
 Grade  CALBIOCHEM® 製) 20 mL, NaCl 9 g を蒸留水に混合
し総量を 1 L にして調製した. 
(b) Cell Lysis buffer 
  Pro-prep (メーカー) を使用した. 
 
 
H2O2 H2O  + O
-
O- + AH2 H2O + A
MPO
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<実験手続き> 
  マウスの脳を摘出し, 速やかに大脳皮質, 線条体を分画した. それぞれの組織の重量を測り, 1 
g に対して 2 mLの割合で Lysis buffer を加え, 氷中にてホモジナイズした. ホモジネートを遠心
分離（4 ℃, 15,000 rpm, 30 min）し上清を採取しタンパク質抽出液を得た. 
 
1.2.8.2. タンパク質濃度測定 
<使用キット> 
  タンパク質濃度測定には Protein Quantification Kit-rapid（（株）同仁化学研究所）を用いた. 
 
<実験手続き> 
  タンパク質抽出液は TBS を用いて 50 倍希釈し測定用サンプルとした. 検量線用の BSA 希釈
溶液は付属の 4000 g/mLの BSA溶液を TBSで順次 2倍希釈し, 2000～32.0 g/mL BSA希釈溶液
を調製した. 96 well マイクロプレートに検量線用 BSA希釈溶液または測定用サンプル 4 Lを
添加した . CBB solution 200 L を各 well に加えて攪拌した . 室温で 2 分間以上静置し , 
MICROPLATE READER Model 550（BIO-RAD 製）を用いて 595 nmでの吸光度を測定した. 横軸
にBSAの濃度を取り, BSA希釈溶液の吸光度を縦軸に取り検量線を作製した. 検量線を基に測定
用サンプルの濃度を算出し希釈倍率を乗じることによりタンパク質抽出液の濃度を求めた. 
 
<測定原理> 
  Bradford 法は酸性溶液中, トリフェニルメタン系青色色素の Coomassie Brilliant Blue G-250 が
タンパク質と結合することで, 最大吸収波長が 465 nmから 595 nmにシフトすることにより色調
が赤紫色から青色に変化することを利用してタンパク質を定量する方法である. 吸収波長のシ
フトは色素とタンパク質との疎水性相互作用およびイオン相互作用に基づいている. この測定
法の長所は, 妨害物質の影響を受けにくく, 操作が非常に簡単であることであり, 短所はタンパ
ク質の種類により発色率に差があることである. また, 界面活性剤の混入により発色が妨害され
ることがある. 
  測定キットの取扱説明書に Triton X-100 の測定に誤差を与える濃度は 0.125%と記載されてい
る. タンパク質抽出において膜タンパク質の可溶化のため 0.1 % Triton X-100 を加えているが, 
測定時には 50 倍希釈し Triton X-100 の測定時濃度は 0.0025 %となり測定値に誤差を与えないと
考えられる. よって使用サンプル量が少量で良いことからも有用であるため本測定法を採用し
タンパク質濃度を測定した. 
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1.2.8.3. SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）および Westernblot 
<使用試薬> 
(a) TBS 
1 M Tris-HCl (pH 7.4, ULTROL
®
 Grade  CALBIOCHEM® 製) 20 mL, NaCl 9 g を蒸留水に混合
し総量を 1 L にして調製した. 
(b) 2×SDS sample buffer 
 0.25 M Tris-HCl (pH 6.8) 50 mL, SDS 4.0 g, Glycerin 20 mL, 蒸留水 30 mL, BPB 10 mg を混合し
調製した. 使用直前にはこの一部を分取し, 2-メルカプトエタノールを終濃度 100 L/mL となる
ように加えた. 
(c) TBS-T  
 TBS に 0.1 %となるように Tween 20 を加えて調製した. 
(d) Transfer buffer 
 2.4 g Tris, 14.2 g glysine, 200 mLメタノールを混合し総量 1 Lにし, 10 ％ SDS 1 mLを加えて調
製した. 
(e) Blocking buffer 
100 mL TBS に 5 g スキムミルクを混合して調製した. 
(f) 12 %アクリルアミドゲル 
 0.75 M Tris-HCl (pH8.8) 10 mL, 29 % アクリルアミド／0.5 % ビスアクリルアミド 8.0 mL, 
10 % SDSおよび蒸留水 1.6 mLを混合しする. TEMED 10 Lおよび 10 % APS 75 Lを加えて良く
撹拌し重合を開始した後, 泳動ゲル板のガラス板の間に重層した. 溶液上部にコームを挿しこみ
ゲルが固まるまで静置した. ゲルが固まった後コームを外し, 使用するまで 4 ℃で保存した. 
 
<実験手続き> 
  上記 2 で求めたタンパク質濃度から 3 mg/mL になるように TBS を用いて希釈した. 2×SDS 
sample buffer を等量加え加温（95℃, 2 min）し SDS sample（タンパク質濃度 1.5 mg/mL）とし
た. SDS sample  10 L（総タンパク質量 15 g）を SDS-PAGE（12 % アクリルアミドゲル, 定圧 
200V, 1 hour）を用いて分離した. タンパク質は PVDF メンブレンに転写（2 mA/cm2, 1.5 hour）
後, TBS-T での洗浄を 3 回行なった. メンブレンを Blocking buffer を用いて 4℃で 3 時間インキ
ュベートした. TBS-T で 3 回洗浄し, 1 次抗体（anti-CB1 200:1, anti-GAPDH 1000:1）を加えた 5% 
スキムミルクを含む TBS 中で 4℃終夜インキュベートした. TBS-T で 3 回洗浄し, 2 次抗体
（anti-rabbit IgG 1000:1）を加えた 1 mg/mL BSAを含む TBS-T 中でインキュベーション（室温, 2 
hour）した. TBS-T で 3 回洗浄し, 発色液（ECL plus）を用いて発色させた. 
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<原理> 
SDS-PAGE；アクリルアミドゲル電気泳動はアクリルアミドとビスアクリルアミドの重合体に
よって形成された孔によりタンパク質を分離する手法である. タンパク質を未変性状態でゲル
電気泳動により分離すると, その移動度は分子量およびタンパク質が持つ電荷や形状により影
響を受ける. SDS は親水基のスルホン基（-SO4－）と疎水基の（CH3 (CH2) 11）-を持つ陰イオン性
界面活性剤である. SDS 存在下にてタンパク質を変性させた状態でのゲル電気泳動（SDS-PAGE）
ではタンパク質 1 g あたり 1.4 gの SDS が結合し, タンパク質自身の持つ電荷を打ち消す. また, 
2-メルカプトエタノールなどの還元剤を用いることにより分子内のジスルフィド結合を切断し, 
-SH基の酸化を防ぐとタンパク質は直鎖状となる. このようにSDS-PAGEはタンパク質を分子量
によってのみ分離する方法として汎用されている. 
 
 Western-blot ； SDS-PAGE によって分離したタンパク質を通電によって膜に転写後, 目的タン
パク質に対する 1 次抗体, 1 次抗体に対する 2次抗体（anti-IgG）を反応させ, 2 次抗体に結合して
いる酵素（アルカリフォスファターゼ（AP）やホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP））
または放射活性物質により目的タンパク質を検出する方法である. 検出方法としては RI、化学発
光および化学発色法がある. 今回用いた化学発色法は感度が高くないが, CB1 タンパク質および
GAPDH を検出可能であることを確認した後, MCAo 処置等での CB1タンパク質発現量の検討を
実施した. 
 
<試薬> 
1 次抗体    anti-HMGB1 (Rabbit)            CALBIOCHEM 製 
         anti-CD36 (Rabbit)               Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
         GAPDH (FL-335): sc-25778     Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
2 次抗体 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-AP   BIO-RAD 製 
発色キット ECL plus                     BIO-RAD 製 
Tris ; (2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol Tris(hydroxymethyl)aminomethane) ULTROL
®
 Grade  
CALBIOCHEM
® 製 
Protease inhibitor cacktail for General Use Lyopilized solution   SIGMA製 
Triton X-100  SIGMA製 
SDS (Sodium Dodecylsulfate)  和光純薬工業製 
Tween 20   BIORAD 製 
BPB （Bromophenol Blue） SIGMA製 
Brilliant Blue (CBB ; Coomassie Brilliant Blue ) SIGMA 製 
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Immun-Blot
® 
 PVDFメンブレンシート 10 × 15 cm    BIO-RAD 製 
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine)  和光純薬工業製 
NaCl  和光純薬工業製 
2-メルカプトエタノール 東京化成工業製 
Glycerin (Glycerol) キシダ化学製 
Acrylamide 電気泳動用 生化学工業製 
N,N’-Methylenbis-(acrylamide) 和光純薬工業製 
APS  (Ammonium Persulfate) 林純薬工業製 
EGTA  (Ethylene glycolp-bis (2-aminoethyl-ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid)  SIGMA製 
EDTA  (Ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt) 
Glycine 和光純薬工業製 
スキムミルク 雪印製 
 
<機器> 
ミニプロティアン 3 セル BIORAD 製 
トランスブロット SD セル BIORAD 製 
 
1.3. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1. BBB 崩壊時間の検討 
再灌流直後の脳実質内にEvans blueの浸潤は視覚的にはみられなかったが, 再灌流 2時間後より
視覚的に脳実質内に evans blue の浸潤が確認できるようになった (図 10).  
 
2.2. 虚血後の脳内 MPO の変化 
MPO免疫染色像を図 11に示した. MPO免疫陽性細胞は脳虚血 1日後及び 3日後に最も観察され, 7
日後ではほとんど観察できなかった. 
 
2.3. MPO 酵素活性測定 
  MPO 酵素活性を図 12 に示した.  MPO 酵素活性は虚血後 4 時間から徐々に上昇し, 虚血 24 時
間後にピークに達した.  その後は徐々に低下し, 虚血 168 時間後には有意な活性は認められなか
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った. (control 0.066±0.052U/g, sham group (ope24 時間後) 0.052±0.033 U/g, 再灌流直後(虚血 4 時間
後) 0.386±0.032U/g, 再灌流 1時間後 (虚血 5時間後) 0.610±0.099 U/g, 再灌流 8時間後 (虚血 12時
間後) 0.64±0.032U/g, 再灌流 20 時間後 (虚血 24 時間後) 0.698±0.048U/g, 再灌流 68 時間後 (虚血
72時間後) 0.340±0.022U/g, 再灌流 164時間後 (虚血 168時間後) 0.142±0.016U/g), 再灌流 336時間
後 (虚血 332 時間後) 0.18±0.020 U/g). 
 
2.4. 虚血後の血中及び脳内 HMGB1 の発現量 
  結果を図 13 に示した. 虚血後血漿中の HMGB1 は徐々に増加した.  一方で脳内の HMGB１は
虚血後 1 日目で低下し, 14 日目にかけて明らかな発現量の増加が認められた.  詳細は以下の通り
である. 
<血漿中 HMGB1> 
Sham ; 35.3±0.9 ng/ml 
4h MCA 閉塞; 1 日後 112.1±2.3ng/ml, 3 日後 122.1±16.6ng/ml, 7 日後 192.1±14.8ng/ml, 14 日後 
143.0±14.0ng/ml. 
<脳内 HMGB1 (線条体)> 
Sham; 1 
4h MCA閉塞; 1 日後 0.5±0.1, 3 日後 0.6±0.14, 7 日後 1.2±0.5, 14 日後 2.0±0.5. 
 
2.5. 虚血後の脳内 CD36 受容体の発現量変化 
  虚血後の脳内 CD36 受容体の発現量変化についての結果を図 14 に示した. MCA閉塞後, 1 日目
をピークに 3 日目まで CD36 の発現量増加が認められた. 
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第 4節 脳虚血後の脳内変化 (慢性期) <脳内グリア細胞の活性化と器質的変化> 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節 1.1.と同様である.   
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1. MCA閉塞マウスの作成手順 
  MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1節 1.2.1.と同様である.    
 
1.2.2. 脳萎縮率の測定 
  MCA閉塞後 1,3,7,14,28日後の線条体及び大脳皮質を含む切片から, 虚血同側と反対側の面積の
割合を求め, 脳虚血後の経日的な脳萎縮の程度を評価した. 
 
脳萎縮率＝(脳虚血同側の面積)÷(反対側の面積) 
 
 
1.2.3. 組織標本の作製方法 
作成手順は, 第 1 章第 3節 1.2.2.1.と同様である. 
 
1.2.4. Hematoxylin-Eosin (H&E) 染色の手順 
<使用試薬> 
(a) Mayer Hematoxylin 液 
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(b) Eosin液 (1%アルコール・エオシン保存液) 
   
使用する際は 80%エタノールで 10倍希釈して 0.1%液とし, 100mL当たりに酢酸を 0.5mL (1-2滴)
加える. 
 
<H&E 染色の手順> 
 
 
1.2.5. Iba1 及び GFAP 抗体を用いた免疫組織学的検討 
<使用試薬> 
(a) TBS 
  1 M Tris-HCl (pH 7.4, ULTROL
®
 Grade  CALBIOCHEM® 製) 20 mL, NaCl 9 g を蒸留水に混合
し総量を 1 L にして調製した. 
(b) Primary antibody: anti-Iba1 (Wako 製:Polyclonal Rabbit) 
  TBS を用いて 200 倍希釈を行った.  (Iba1 は activated microglia/macrophage が有するタンパク質
である.) 
30 
 
(c) Primary antibody: anti-GFAP (ベンタナジャパン製:Polyclonal Rabbit) 
         anti-Iba1  (ベンタナジャパン製:Polyclonal Rabbit) 
  TBS を用いて 200 倍希釈を行った.  (GFAP は astrocyte が有する骨格タンパクである. Iba1 は
microglia や macrophage 固有のタンパクである.) 
 
<免疫染色の手順> 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.6. 可視染色 
Iba1 及び GFAP 染色 
使用する 1 次抗体は, 第 1 章第 4節 1.2.5.と同様である 
Secondary antibody: goat anti-rabbit IgG (Santa cruz製) 
発色試薬はDABを用いて行った. 
 
1.2.7. Western blotting法 
1.2.7.1. 脳分画からのタンパク質抽出 
方法は第 1 章 3 節 1.2.2.3.2.と同様に行った. 
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1.2.7.2. タンパク質濃度測定 
方法は第 1 章 3 節 1.2.2.3.3.と同様に行った. 
 
1.2.7.3. SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）および Westernblot 
方法は第 1 章 3 節 1.2.2.3.4.と同様に行った. 
 
1.3. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1. MCA閉塞後の脳内グリア細胞及び脳内マーカーの発現量変化 
2.1.1. MCA閉塞による脳萎縮率の変化 
  脳萎縮率の経日的変化を図 15に示した.  MCA閉塞後 1日目には虚血同側の面積の増大傾向が
見られた.  しかしながら, その後経日的に虚血同側の面積は縮小し, 脳萎縮が認められた. 
 <脳萎縮率> 
Sham : 101.6±3.7% 
4h MCA閉塞 1 日後 : 111.9±1.9%, 3 日後 : 106.5±2.6%, 7 日後 : 92.6±2.6%,  
14 日後 : 80.0±5.5%, 28 日後 : 76.5±3.6% 
 
2.1.2. H&E 染色 
  H&E 染色像を図 16 に示した. 4hMCA 閉塞後 1~3 日目までに組織損傷が確認でき, その後 7 日
目には梗塞巣領域の空洞化が起き, 14 日後には細胞の凝集が認められた. 
 
2.1.3. Iba1 染色 
Iba1染色像を図 17に示した. 4hMCA閉塞 7日後から虚血中心部より周辺部にミクログリアのマ
ーカータンパク質である Iba1 陽性細胞が多く見られるようになり, 虚血 14 日後に Iba1 陽性細胞
が虚血中心部に凝集していることが確認された. 
 
2.1.4. GFAP 染色 
  GFAP染色像を図 18に示した. 4hMCA閉塞の 3日後からアストロサイトのマーカータンパク質
である GFAP 陽性細胞の活性化が, 虚血中心部より周辺部で多く観察された.   
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2.1.5. Iba1, GFAP のタンパク定量 
結果を図 19 に示した. MCA 閉塞後 14 日目で, 梗塞巣中心部となる線条体ではミクログリアの有
意な発現量増加と, 梗塞巣周辺部である皮質においてはアストロサイトノ発現量増加が認められ
た.
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考察 
本章では, MCA閉塞モデルマウスの基礎検討として, MCA 閉塞による行動学的・織学的変化
を評価し, 脳梗塞の病態を反映したモデルマウスであることを検証した. 更に, 本モデルマウス
を用いて脳梗塞後の脳内環境を明らかにし, 新規脳梗塞治療薬のターゲットとなりえる標的分
子を探索した.  
第 1 節では MCA 閉塞後に梗塞巣が形成されていることを確認し, MCA 閉塞後の運動機能の
経日的な変化を検討した. TTC 染色の結果から, MCAを閉塞されたマウスの 線条体領域には梗
塞巣が形成されていることが明らかとなった. また, 神経障害 (Neurological score), 協調運動, 
生存率について検討した結果,  Neurological score は, 脳虚血後 1-3 日目をピークに上昇し, そ
の後 7 日目以降は回復傾向になることが示唆された. また, 協調運動に関しても, 急性期をピー
クとし, 脳虚血後7日目以降から改善がみられた.  生存率に関しても, 脳虚血後7日目までに急
激に低下していくが, 7 日目のピークを超えるとその後は生存率も安定していた. 以上のことか
ら, 脳虚血後 1-7 日目は脳梗塞の急性期症状を引き起こし, 7 日目以降は回復期となるモデルマ
ウスであることが明らかとなった. 
第 2 節では, MCA 閉塞後, 急性期の脳内ではどのような反応が起きているのかを明らかにし
た. まず, MCA閉塞時, 虚血同側の大脳皮質領域における血流量は, 閉塞前に比べて80%程度の
低下がみられた. その後, 塞栓子を引き抜くことで再灌流を施すが, 一過性の脳血流量の上昇は
みられたものの, MCA閉塞24時間後には再度脳血流量の低下が生じていることが明らかとなっ
た. このことから, MCA 閉塞時には塞栓子による血流障害が生じ, 塞栓子の再灌流後には微小
循環障害などによる血流障害が生じるモデルであることが明らかとなった. また, 脳虚血時の
脳内の生理機能の変化としてグルタミン酸の遊離量について検討を行った. その結果, 脳内の
グルタミン酸遊離量は MCA 閉塞後より上昇を示し, 再灌流後には改善を示した. 神経細胞は脳
梗塞などの重度の低酸素に曝露されると, 細胞内のエネルギー源が枯渇し, Na+/K+-ATPaseが活
動を停止することが知られている. これにより,  細胞内に Na+が蓄積し, 電気化学的勾配が変
化することで, 細胞外へ大量のグルタミン酸が放出される. この細胞外の高濃度グルタミン酸
はグルタミン酸受容体, N-methyl D-asparate (NMDA) 受容体および非NMDA受容体などに作
用する. 特に NMDA 受容体は大量の Ca+を細胞内に流入させるため, プロテアーゼ活性化を誘
導し, 細胞骨格蛋白を分解する. このことが脳虚血後の神経細胞死を引き起こす最初の要因と
されているが, 本モデルマウスにおいても急性期において同様の症状が生じていると考えられ
る. 
続いて第3節では, MCA閉塞後, 亜急性期の脳内ではどのような反応が起きているのか, 特に
炎症反応に着目して検証した. 本来, 炎症反応は生体内防御機構として, 重要な役割を担ってい
る. しかし, 過剰な炎症反応は細胞障害, ラジカルの産生, 脳浮腫等を引き起こす 27, 28). 脳梗塞
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においても炎症反応が生じることが知られているが, 更に血液脳関門が破綻した場合には様々
な炎症性物質が脳内に誘導され, 組織損傷の悪化を招く. 本検討においても, 虚血-再灌流後に
Evans blue が脳実質内へ浸潤しており, 血液脳関門が破綻していることが確認された. それに
伴い, 脳内では好中球由来の MPO 活性の上昇が認められ, 炎症反応が活発化していることが認
められた. このことから, 脳梗塞後, 急性期から亜急性期にかけては, 血栓形成に伴う細胞障害
と, 炎症反応に伴う細胞障害が生じることが明らかとなった. 
第 4 節では, 第 1 節の結果より, MCA 閉塞後 7 日目以降の慢性期に運動機能の回復や神経障
害の改善が見られるため, このときに脳内ではどのような変化が起きているのかを検討した. 
まず, 脳梗塞による脳の萎縮については, 虚血同側で脳虚血 7~28 日後に観察された. また, 
H&E染色による組織学的な評価では, 脳虚血 1, 3日後では線条体及び大脳皮質を含む梗塞領域
で, 組織損傷や核の萎縮などが認められた. また, 最も生存率が低下する脳虚血後 7 日目では, 
梗塞巣領域が空包化していることが認められ, 組織損傷がピークに達していることが示唆され
た. その後, 脳虚血後 14 日目の回復期では, 7 日目では空包化になっていた領域に, 細胞の凝集
が見られていた. この梗塞巣領域への細胞の凝集が運動機能回復に因果関係があるのではない
かと考えられる . Lee らは脳梗塞発症後 , ミクログリアの活性化が脳損傷を悪化させ 24), 
Cragnolini らはアストロサイトが NGF などの神経栄養因子を放出し, 神経保護の役割を担うと
報告している 25, 26). このことから MCA 閉塞後のグリア細胞 (ミクログリアやアストロサイト) 
の局在部位と発現量変化について, 免疫染色法やウエスタンブロット法を用いて検討した. 免
疫染色法により, 脳虚血後 1, 3 日目は変化が認められなかったが, 7 日目では梗塞巣領域の空包
化した部位周辺でアストロサイトとミクログリアの活性化が認められた. その後 14 日目では, 
ミクログリアが梗塞部位へ集積し, その周辺部を埋めるようにアストロサイトが存在していた. 
ウエスタンブロット法においても, MCA閉塞後 14 日目で, 梗塞巣中心部となる線条体ではミク
ログリアの有意な発現量増加と, 梗塞巣周辺部である皮質においてはアストロサイトの発現量
増加が認められた.  
我々の研究では, 脳虚血後慢性期において, 梗塞巣中心部に多くのTUNEL陽性細胞が存在す
ることを確認していることから, 梗塞部位へ集積したミクログリアの貪食作用により, TUNEL
陽性細胞の増加をもたらしたのではないかと考えられる. このことから, ミクログリアにより
不要な細胞が貪食され, その周辺部を埋めるようにアストロサイトが存在し, ミクログリアの
働きを調節しているか, あるいはアストロサイトが NGF などを放出し, 梗塞巣の拡大阻止や修
復促進を行っているのではないかと考えられる. 以上のことから, 運動機能の回復に因果関係
があると考えられた梗塞巣領域への細胞の凝集は, グリア細胞の活性化と特徴的な局在が関係
していると考えられる. 
以上のことより, MCA 閉塞後, 脳内では血栓形成に伴う細胞障害, 炎症反応による細胞障害, 
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グリア細胞による貪食や神経保護作用等が段階的に生じることが明らかとなった. これらの結
果は, 臨床における脳梗塞後の脳内の反応とも類似しており, 脳梗塞治療の検討を行う上で, 適
した脳梗塞モデルであると考えた. また, 本検討より, 脳梗塞治療において, いかに血管閉塞時
間を短くできるか, また, 炎症反応やラジカルの産生による 2次的細胞障害を抑えられるかが重
要であると考えた. そこで, 我々は脳梗塞の増悪因子として炎症反応に着目した.  
炎症反応については, 近年, 新たなサイトカインメディエータとして着目されているHMGB1
について検討をした. HMGB1 は, 細胞核内に局在するクロマチン結合性の非ヒストンタンパク
で, クロマチン構造の維持や DNAの修復などに重要な働きをしている. しかし, 1999年に Kevin 
Traceyらによって, HMGB1 は敗血症ショックの遅延性メディエータとして働くことが報告され, 
以後数々の炎症性疾患に関与しているということが明らかにされた 29, 30, 31). その後, HMGB1 と
脳梗塞との関連も多数報告され, Kimらは脳梗塞後に HMGB1 が大量に細胞外へ放出され, 脳梗
塞後の脳内炎症反応を増悪させていると報告している 30). 更に, Liuらは 2時間MCA閉塞マウス
の再灌流直後とその 6 時間後の 2 回, 抗 HMGB1 抗体を尾静注すると, 梗塞巣体積が減少し, 運
動麻痺が改善したと報告している 32). また, HMGB1 は 2 つの相同な DNA結合ドメイン（boxA, 
boxB）および C 末端ドメインの三部構造で形成されており（図 15）, RAGE（終末糖化産物受容
体 図 16）や TLR（toll like receptor）2, TLR4に結合することが報告されている 29). Muhammad ら
は, RAGE ノックアウトマウスはワイルドタイプマウスと比較して MCA閉塞による梗塞巣体積
が減少し, マクロファージ系細胞が減弱することを明らかにし, HMGB1 の受容体である RAGE
が脳障害に寄与していると報告している 33). こうした報告から, 脳梗塞後に放出される HMGB1
による障害を抑制することが重要な治療法になりうる可能性が考えらえる. そのため, 本研究で
使用した 4時間MCA閉塞モデルマウスにおいてもHMGB1の挙動を把握する必要があると考え
た. そこで, 虚血後の血漿中および脳内HMGB1について検討したところ, MCA閉塞後, 7日目を
ピークに血漿中の HMGB1 の遊離量が増加していることが確認された. また, 脳内 HMGB1 は虚
血後 1日目で一旦急激に減少し, 虚血後 14日目には有意に発現量が増加した. また, 血漿中に遊
離された HMGB1 は致死性の病態の場合にはより高値となるため, 死のメディエータとしても
考えられている 34).  実際に本研究で使用した 4 時間 MCA 閉塞モデルマウスにおいても, 
HMGB1 の血漿中濃度がピークに達する時期 (MCA 閉塞 7 日目) に, 急激な生存率の低下が現
れることが認められており, 血漿中 HMGB1 値の上昇が起因となっている可能性が示唆された. 
以上のことより, 脳虚血後, HMGB1 による炎症反応は脳虚血後の増悪因子として深く関与して
いると考えられる. 実際に我々の研究において, テトラサイクリン系抗生物質であるミノサイク
リンが, MCA閉塞後のHMGB1遊離量を抑制することで, 脳虚血後の神経機能障害を改善したと
報告している 35). このことからも, HMGB1 は脳梗塞発症後の予後を測るのに適切なマーカーで
あることが示唆された.  
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図 20  HMGB1 の構成                図 21  HMGB1 と RAGE との結合 
 
  また, その他の炎症マーカーとしてスカベンジャー受容体である CD36 の MCA閉塞後の発現
量変化を検討した. CD36とは血管内皮, ミクログリア, 単球やマクロファージなどの好中球上に
発現している膜貫通型の蛋白であり 20), そのリガンドには酸化 LDL20-22)や thrombospondin 123) な
どがある. CD36 はマクロファージを活性化させ, マクロファージの泡沫化を促進させるため動
脈硬化を促進させるものとしても注目されている 36). このCD36はNF-κBを介して, 炎症性サイ
トカインの産生に関与しており 21), CD36 ノックアウトマウスでは炎症反応の軽減により梗塞巣
体積が減少すると報告されている 22). また, ラジカルの産生能も高めることから 37,38), 組織損傷
の引き金となる受容体のひとつであると考えられる. 更に, Sunghee らは MCA閉塞後, CD36 の
発現量が増加することを報告している 38). 実際に本実験でのMCA閉塞モデルマウスにおいても, 
脳虚血後 1日目をピークに 3日目まで CD36の発現量が増加していることが認められた. この発
現量の増加は, 好中球由来の炎症マーカーであるミエロペルオキダーゼ (MPO) の活性化に由
来するものであると考えられる.  
以上より, CD36 の発現量変化及び HMGB1 等の炎症性物質を脳梗塞治療における標的分子に
することで, 脳虚血後の組織損傷の軽減や予後改善を期待することができると考えた.  
ERK1/2
NF-κB
RAGE
HMGB1
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第 2章 脳梗塞に対する新規治療薬の検討 (ADAMTS13の脳梗塞治療への応用)  
第2章では, 唯一の脳梗塞治療薬である組織プラスミノーゲンアクチベータ (t-PA) の治療効
果と副作用について基礎的検討を行う. また, 新規治療薬の候補として血液凝固制御因子の
ADAMTS13と呼ばれる生体内酵素に着目し, 脳梗塞発症時におけるADAMTS13の病態生理的役
割を解明する. 更に, ADAMTS13を脳梗塞時に投与すると治療効果を得ることができるのか, 
t-PAとの比較検討を行う. 
 
第1節 組織プラスミノーゲンアクチベータ (t-PA) 投与による脳梗塞治療効果の検討 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節の 1.1.と同様である. 
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1.  使用薬物および実験スケジュール 
<使用薬物> 
アクチバシン (アルテプラーゼ)  田辺三菱製薬 
投与量 : 1.0 mg/kg, 10 mg/kg 
<実験スケジュール> 
実験① 2h-MCA閉塞後, 再灌流直後に尾静注を行い, MCA閉塞 24 時間後梗塞巣体積を測定. 
実験② 4h-MCA閉塞後, 再灌流直後に尾静注を行い, MCA閉塞 24 時間後梗塞巣体積を測定. 
 
1.2.2.  MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1 節の 1.2.1.と同様である. 
 
1.2.3.  2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 染色 
TTC 染色は, 第 1 章第 1 節の 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.4.  梗塞巣体積の算出 
梗塞巣体積の算出は, 第 1 章第 1 節の 1.2.3.と同様である. 
 
1.2.5.  脳出血量測定 
脳出血量は, 割面の写真から脳出血巣総面積を画像解析ソフト（NIH Image 1.63）で測定し算
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出した 
 
1.3. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1.  MCA閉塞後、t-PA投与による梗塞巣体積変化 
実験①の結果について図 22に示した. 2hMCA閉塞を施した脳梗塞モデルマウスに対し, t-PA (1 
mg/kg) 投与したところ梗塞巣体積に変化は認められなかったが, t-PA (10 mg/kg) 投与では梗塞
巣体積の減少が認められた. 
<梗塞巣体積> 
Vehicle : 91.8±9.8 mm
3
, t-PA (1 mg/kg) : 77.9±12.9 mm
3 
, t-PA (10 mg/kg) : 41.4±10.9 mm
3 
. 
 
実験②の結果について図 23 に示した.4hMCA 閉塞を施した脳梗塞モデルマウスに対し, t-PA (1 
mg/kg または 10 mg/kg) を投与したところ梗塞巣体積に変化は認められなかった. 
<梗塞巣体積> 
Vehicle : 99.8±10.1 mm
3
, t-PA (1 mg/kg) : 83.4±8.6 mm
3 
, t-PA (10 mg/kg) : 96.4±7.4 mm
3 
. 
 
2.2.  MCA閉塞後、t-PA投与により誘発される脳出血量測定  
実験①の結果について図21に示した. 2 hMCA閉塞を施した脳梗塞モデルマウスに対し, t-PA (1 
mg/kg または 10 mg/kg) を投与したところ脳出血量に変化はなく, 脳出血の誘発は生じていな
いことが認められた. 
<脳出血量> 
Vehicle : 4.7±0.7 mm
3
, t-PA (1 mg/kg) : 4.0±0.5 mm
3 
, t-PA (10 mg/kg) : 4.6±0.8 mm
3 
. 
 
実験②の結果について図 21に示した. 4hMCA閉塞を施した脳梗塞モデルマウスに対し, t-PA (1 
mg/kg) 投与したところ脳出血量に変化は認められなかったが, t-PA (10 mg/kg) 投与では脳出血
量の増加が認められた. 
<脳出血量> 
Vehicle : 3.1±0.6 mm
3
, t-PA (1 mg/kg) : 5.9±0.4 mm
3 
, t-PA (10 mg/kg) : 10.1±0.5 mm
3 
. 
 
t-PAは脳梗塞発症から 2 時間後の投与 (10 mg/kg) では治療効果を示すが, 脳梗塞発症から 4
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時間後の投与 (10 mg/kg) では, むしろ脳出血を誘発させてしまうことが認められた. 
 
 
 
図 22  MCA閉塞モデルにおける t-PAの治療可能域  
梗塞巣体積評価MCA
閉塞
t-PA i.v.
2 h
MCA閉塞
4 h
0h 24h
t-PA i.v.
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第 2節  脳虚血時におけるADAMTS13の病態生理的役割の解明 (ADAMTS13knock out マウス 
による検討) 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物は体重 25-30gの雄の ADAMTS13 Knock Out (KO) マウスとWild Type (WT) マウスを用い
た. 飼育方法は, 第 1 章第 1 節の 1.1.と同様である. 
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1.  MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1章第 1節の 1.2.1.と同様であるが, KOマウ
スが虚血に軟弱なため, MCA閉塞時間は 30分とした. 
 
1.2.2.  2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 染色 
TTC 染色は, 第 1 章第 1 節の 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.3.  梗塞巣体積の算出 
梗塞巣体積の算出は, 第 1 章第 1 節の 1.2.3.と同様である. 
 
1.2.4.  Neurological score  
Neurological score の評価は, 第 1 章第 1 節の 1.2.4.と同様である. 
 
1.2.5.  直腸体温測定法 
直腸温度は, 針型の温度計をマウスの肛門から 1.5 cm 挿入し,その値
を Didital laboratory termometer（BAT-12, Physitemp Instruments Inc., NJ, 
USA）を用いて測定した.  温度計の挿入の際, 潤滑油としてグリセリン
を用いた.  測定は, 室温（23±1℃）で行い, 無麻酔下で MCA閉塞直前, 
MCA閉塞後 10, 20, 30 分の合計 4 回測定した. 
 
1.2.6.  脳血流量測定 
脳血流の測定方法は, 第 1 章第 2節 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.7.  プロトロンビン時間測定 
ADAMTS13KO マウ
ス 
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採血は, エーテル麻酔下でMCA 閉塞から 24時間後にマウスの下大静脈より行い, 500μLを採
血した.  その後遠心分離(3000rpm,10min)を行い, その上清を 100μL 取り, 血液凝固自動測定装
置 (KC1 デルタ, エム・シー・メディカル株式会社)を用いてプロトロンビン時間を測定した. 
 
1.2.8.  血液ガス測定 
採血はエーテル麻酔下でMCA 閉塞から 24時間後にマウスの下大静脈より行い, 500μLを採血
した.  その血液を直接 Blood analysis system (（International）Technidyne Co., USA)を用いて, 血
液中の pH, pCO2, pO2 値 (IRMA, Blood Analysis System)を測定した.  
 
1.2.9.  炎症反応 (MPO 活性, 血漿中 HMGB1) 測定 
  好中球由来の炎症マーカーである MPO (myeloperoxidase) 活性と炎症性サイトカインである
HMGB1 について検討を行った. 
 
1.2.9.1.  MPO 酵素活性測定法 
  MPO 酵素活性の測定は, 第 1 章第 3 節の 1.2.4-5 と同様である. 
 
1.2.9.2.  血漿中 HMGB1 測定法 
血漿中 HMGB1 の測定は, 第 1 章第 2 節の 1.2.7. と同様である. 
 
1.3.  統計処理 
独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1.  MCA閉塞による梗塞巣体積 
  梗塞巣体積の結果について図 26で示した. KOマウスではWTマウスに比べ梗塞巣体積が増大
していることが認められた. 
<梗塞巣体積> 
WT マウス : 11.4±1.9 mm3 , KO マウス : 31.0±6.5 mm3 
 
2.2.  MCA閉塞による Neurological score の変化 
Neurological score の結果について図 26で示した. KOマウスはWTマウスに比べ神経障害が悪
化していることが認められた. 
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< Neurological score > 
WT マウス : 1.3±0.9, KO マウス : 1.9±0.2  
 
2.3. MCA閉塞による直腸体温の変化 
虚血時の深部体温変化を図 27 に示した. KO マウスと WT マウスでは直腸体温に変化はなく, 
体温変化による脳梗塞への影響はないものとして考えられる. 
<直腸体温> 
MCA閉塞直前 ; WT マウス : 36.2±0.2 ℃, KO マウス : 36.2±0.2 ℃ 
MCA閉塞 10 分後 ; WT マウス : 35.1±0.2 ℃, KO マウス : 35.1±0.2 ℃ 
MCA閉塞 20 分後 ; WT マウス : 35.5±0.1 ℃, KO マウス : 35.6±0.2 ℃ 
MCA閉塞 30 分後 ; WT マウス : 35.8±0.1 ℃, KO マウス : 35.9±0.1 ℃ 
 
2.4.  MCA閉塞による脳血流量変化、プロトロンビン時間、血液ガスの測定 
虚血-再灌流時の脳血流量変化を図 28, 29に示した. KOマウス, WTマウス共にMCA閉塞中は
脳血流量の低下が認められたが, KO マウスでは再灌流後も再び血流量の低下が認められ, それ
は MCA閉塞後 24 時間後まで継続して見られた. 
<脳血流量> 
MCA閉塞直後 ; WT マウス : 12.9±3.4 % of base, KO マウス : 14.5±2.4 % of base 
MCA閉塞 10 分後 ; WT マウス : 17.1±2.5 % of base, KO マウス : 21.5±5.4 % of base 
MCA閉塞 20 分後 ; WT マウス : 18.4±3.9 % of base, KO マウス : 20.7±5.0 % of base 
MCA閉塞 30 分後 ; WT マウス : 16.8±3.4 % of base, KO マウス : 19.1±3.3 % of base 
再灌流直後 ; WT マウス : 103.8±15.6 % of base, KO マウス : 92.7±6.9 % of base 
再灌流後, 10 分後 ; WT マウス : 86.5±9.9 % of base, KO マウス : 49.0±6..42 % of base 
再灌流後, 20 分後 ; WT マウス : 91.4±9.1 % of base, KO マウス : 40.8±7.1 % of base 
再灌流後, 30 分後 ; WT マウス : 83.2±6.8 % of base, KO マウス : 34.6±5.8 % of base 
再灌流後, 23.5 時間後 ; WT マウス : 72.9±13.9 % of base, KO マウス : 44.0±8.5 % of base 
 
プロトロンビン時間を測定した結果を図29に示す. KOマウス, WTマウスともにプロトロンビ
ン時間に変化はないことが認められた. 
<プロトロンビン時間> 
WT マウス : 12.1±0.81 s, KO マウス : 11.6±0.99 s 
 
血液ガスを測定した結果を図29に示す. KOマウス, WTマウスともに血液ガスに変化はないこ
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とが認められた. 
<血液ガス> 
pH ; WT マウス : 7.14±0.04 , KO マウス : 7.13±0.04 
pO2 ; WT マウス : 56.2±2.2, KO マウス : 53.0±1.1 
 
pCO2 ; WT マウス : 68.9±1.8, KO マウス : 67.2±2.1
 
 
2.5.  MCA閉塞による炎症反応の変化   
  MPO 活性, 血漿中 HMGB1 濃度を測定した結果を図 30 に示す. KO マウスは WT マウスに比
べ, MCA 閉塞後, 線条体, 皮質の両部位で MPO 活性が上昇していることが認められた. また, 
血漿中 HMGB1 濃度についても KO マウスでは WT マウスに比べて増加していることが認めら
れた. 
<炎症マーカー> 
MPO 活性 ; (線条体) WT マウス : 0.071±0.033, KO マウス : 0.146±0.018 
          ; (皮質)   WT マウス : 0.026±0.003, KO マウス : 0.062±0.020 
血漿中 HMGB1 濃度 ;  WT マウス : 19.6±3.5 , KO マウス : 34.4±5.3 
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第 3節 ADAMTS13タンパク投与による脳梗塞治療効果の検討 
第3節では, ADAMTS13の脳梗塞治療効果について検討を行った. 第2章第1節より, t-PAは2時
間閉塞には有効だが, 4時間閉塞に対しては無効であった. この節ではADAMTS13を2時間閉塞後
および4時間閉塞後に投与し, 治療効果を示すか検討することで, t-PAとADAMTS13の治療可能
時間を差別化することを目的として検討を行った. 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節の 1.1.と同様である. 
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1.  使用薬物および実験スケジュール 
<使用試薬> 
ADAMTS13 タンパク フナコシ 投与量 : 0.1 mg/kg 
tPAは第 2 章第 1 節の 1.2.1.と同様である. 
 
<実験スケジュール> 
4h-MCA閉塞後, 再灌流直後に尾静注を行い, MCA閉塞 24 時間後梗塞巣体積を測定. 
 
1.2.2.  MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1 節の 1.2.1.と同様である. 
 
1.2.3.  2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 染色 
TTC 染色は, 第 1 章第 1 節の 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.4.  梗塞巣体積の算出 
梗塞巣体積の算出は, 第 1 章第 1 節の 1.2.3.と同様である. 
 
1.2.5.  脳出血量測定 
脳出血量は, 割面の写真から脳出血巣総面積を画像解析ソフト（NIH Image 1.63）で測定し算
出した 
 
1.2.6.  脳血流量測定 
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 脳血流量の測定方法は第 1 章第 2 節の 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.7. 血漿中 HMGB1 濃度測定 
 MCA閉塞後, 4時間後にADAMTS13 (0.1 mg/kg) または t-PA (10 mg/kg) を尾静脈より, 投与し, 
再灌流を行った. MCA閉塞後 24 時間後にジエチルエーテ麻酔下で, マウスの腹部を切開し, 下
大静脈より血液を採取した. 採取した血液は遠心機を用いて 3000rpmで 10分間遠心分離を行っ
た. その上澄みを採取し, サンプルとした.  
 尚, HMGB1 の測定にはシノテストを用いて行った. 
 
1.3. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1.  MCA閉塞後、ADAMTS13 投与による梗塞巣体積変化 (t-PAとの比較検討) 
MCA閉塞後、ADAMTS13 投与による梗塞巣体積変化についての結果を図 31 に示した. 4時間
という長時間の虚血に対し t-PA投与群は梗塞巣体積に変化は認められないが, ADAMTS13 投与
群では梗塞巣体積の減少が認められた. 
<梗塞巣体積> 
Vehicle : 98.0±6.4 mm
3
, t-PA (10 mg/kg) : 97.5±7.8 mm
3 
, ADAMTS13 (0.1 mg/kg) : 66.9±13.2 mm
3 
. 
 
2.2.  MCA閉塞後、ADAMTS13 投与により誘発される脳出血量測定 (t-PAとの比較検討) 
MCA閉塞後、ADAMTS13 投与により誘発される脳出血量の結果について図 32 に示した. 4 時
間という長時間の虚血に対し t-PA投与群は脳出血量の増加が認められたが, ADAMTS13 投与群
では脳出血量に変化はなかった. 
<脳出血量> 
Vehicle : 4.7±0.6 mm
3
, t-PA (10 mg/kg) : 10.3±0.4mm
3 
, ADAMTS13 (0.1 mg/kg) : 4.2±0.7 mm
3 
. 
 
2.3.  MCA閉塞後, ADAMTS13 投与による脳血流量変化 (t-PAとの比較検討) 
MCA閉塞後, ADAMTS13投与による脳血流量変化の結果について図 33に示した. ADAMTS13
投与後より脳血流量は改善し, MCA閉塞後 24時間後においても継続して脳血流量の改善が認め
られた .一方で t-PA 投与は一過性の脳血流量の改善はみられたものの, 出血性梗塞を起こした
ためか, MCA閉塞後 24 時間後には脳血流量が低下していた. 
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<脳血流量> 
Vehicle (%):  
Pre; 100±0.0,  1h; 23.7±9.7,  2h; 22.1±9.0,  3h; 20.0±8.2,  4h; 19.6±8.0, 
5h; 64.4±26.3,  6h; 42.0±17.2,  7h; 35.6±14.5,  8h; 22.5±9.2 
 
ADAMTS13 (%): 
Pre; 100±0.0,  1h; 22.1±9.0,  2h; 16.8±6.9,  3h; 20.0±8.2,  4h; 17.1±7.0, 
5h; 80.2±32.8,  6h; 69.6±28.4,  7h; 71.7±29.3,  8h; 60.6±24.7 
 
t-PA (%):  
Pre; 100±0.0,  1h; 23.7±7.3,  2h; 24.9±7.3,  3h; 13.5±5.5,  4h; 12.8±5.2, 
5h; 92.7±40.0,  6h; 97.4±36.8,  7h; 64.8±26.5,  8h; 18.0±9.0 
 
 
2.4. MCA閉塞後, ADAMTS13 投与による血漿中 HMGB1 濃度の変化 (t-PAとの比較検討) 
MCA 閉塞後, ADAMTS13 投与による血漿中 HMGB1 濃度の変化について図 34 に示した. 
ADAMTS13 投与より MCA 閉塞 24 時間後の血漿中 HMGB1 濃度は vehicle 投与群に比べて有意
に減少することが明らかとなった.一方で t-PA投与群ではHMGB1の血漿中濃度に有意な減少は
みられなかった.  
sham: 36.0±11.5 ng/mL 
vehicle: 86.8±5.6 ng/mL 
t-PA: 91.8±9.6 ng/mL 
ADAMTS13: 64.5±6.2 ng/mL
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考察 
本章では, まず, 血栓溶解剤である組織プラスミノーゲンアクチベータ (t-PA) の脳梗塞治療
可能時間について, 脳梗塞モデルマウスを用いて検討した. 次いで, 今回新たな血栓溶解薬の候
補として着目している生体内血液凝固制御因子の ADAMTS13 の脳梗塞時における病態生理学
的役割について検討した. そして, ADAMTS13 を脳梗塞治療薬へ応用し, t-PA 以上の脳梗塞治
療可能時間を示すことができるかを検討し, ADAMTS13 が新規脳梗塞治療薬の候補となりえる
かを検証した. 
 第 1節では, t-PAをMCA閉塞後さまざまな時間帯に投与し, 治療効果を示すのか, または脳
出血を誘発するかを検討し, t-PAの治療可能時間を検討した. MCA閉塞後 2時間での t-PA投与 
(10 mg/kg) は vehicle投与群に比べて梗塞巣体積を有意に減少させた. また, 血栓溶解薬の副作
用として問題となる脳出血の誘発もみられなかった. 一方で, MCA閉塞後 4時間での t-PA投与 
(10 mg/kg) は梗塞巣体積に変化は見られず, 大量に脳出血を誘発させていることが認められた. 
以上の結果から, 脳虚血後 2時間以内の t-PA投与では治療効果を発揮することができるが, 4時
間を超えると大量の脳出血を引き起こすことから, 臨床でも言われているように発症からの投
与が遅延した場合は t-PA が治療効果を示さないどころか, 重篤な脳出血を生じることが動物実
験でも明らかとなった. 脳虚血後, 長時間が経過すると, 血管内皮などは脆くなっていき, その
状態で t-PA のような強力な血栓溶解作用を持つ薬物を投与すると, 急激な血流量増加により, 
脆くなった血管内皮や血管壁が破綻し, 脳出血を併発させると考えられる. また, t-PA 自体に
MMP3 や MMP9 を活性化させ, 血管内皮を傷つけてしまう作用や, 血栓溶解時に赤血球分解産
物が血液内に放出されることにより Fe2+を核としたラジカルが生じ, 血管内皮障害を悪化させ
る作用や, 血小板インテグリン受容体遮断による易出血状態に陥るといった作用などさまざま
あり, t-PAはまさに「もろ刃の剣」として定義されている 39). そのため, t-PA以上の治療可能時間
と脳出血を引き起こしにくい新たな治療法を確立する必要がある.  
第2節では, 新たな血栓溶解作用を持つタンパクとして着目したADAMTS13の脳梗塞時にお
ける病態生理的な役割について, 遺伝子改変した ADAMTS13KO (KO) マウスを用いて検討した.
まず, 検討を行う上で, KO マウスと WT マウスで体温, 血液ガス, プロトロンビン時間など梗塞
巣の拡大に影響を与えると思われる生体そのものの機能に差はないことを明らかにした. 脳梗
塞後の生体内 ADAMTS13 の病態生理学的な役割を解明するため, KO マウスと Wild Type (WT) 
マウスに 30分 MCA閉塞を施し, 23.5時間後の梗塞巣体積を比較したところ, 30分という短い脳
虚血に対しても KO マウスでは梗塞巣の拡大が進行していることが認められた. このことから, 
生体内 ADAMTS13 は脳梗塞時に脳保護に働く役割をしていることが考えられる. また, 本実験
で 30 分間の MCA閉塞時間を選択したのは, KO マウスに 1 時間以上の脳虚血を与えるとほぼ全
例死亡してしまうことによる. このことからも ADAMTS13 は脳梗塞時において重要な役割を果
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たしているということが考えられる. 次に, 脳血流量について検討したところ, MCA閉塞時では
WT マウス, KO マウス共に血流量の低下が認められたが, KO マウスでは再灌流後も再び血流量
の低下がみられた. 血管閉塞時にグルタミン酸過剰遊離による興奮毒性や, 酸欠, 炎症などによ
り, 血管内皮に損傷が生じると, 再び血流が開通された際に, 損傷部位に血小板やvWFなどの凝
血因子が接着し, 微小循環障害として 2次的な脳損傷を引き起こす 40). ADAMTS13はその血栓溶
解作用により, 虚血-再灌流後の微小循環障害により引き起こされる脳損傷に対し, 血流を改善
することで悪化を防いでいると考えられる. また, 炎症反応に関して, 第 1 章で脳梗塞後の予後
を測る上で適切であるとしたMPO活性と血漿中 HMGB1濃度について検討を行った. MCA閉塞
後 24時間後, KOマウスはWTマウスに比べ, MPO活性, 血漿中 HMGB1濃度が共に高く, KOマ
ウスでは強い炎症反応が生じていることが認められた. このことから, ADAMTS13 は脳梗塞時, 
炎症反応の惹起を抑制させる作用を持つと考えられる. 現在, 最も脳梗塞に有効とされている
t-PAには抗炎症作用を持つとの報告等はなく, ADAMTS13が血栓溶解作用のみならず, 抗炎症作
用も備え持つことは, t-PA以上の治療効果を期待することができる.  
第 3節では, 実際に ADAMTS13が脳梗塞に対し治療効果を示すのか, 正常マウスにMCA閉
塞を施し, ADAMTS13 タンパクを投与することで検討した. まず MCA 閉塞後 2 時間での
ADAMTS13 投与は t-PA 投与時と同等の梗塞巣体積の減少を示した. 続いて, MCA 閉塞後 4 時
間での ADAMTS13 投与は, t-PA 投与が効果を示さなかったのに対し, ADAMTS13 投与群は
vehicle 投与群に比べて有意に梗塞巣体積を減少させた. この要因として, 治療可能時間を超え
た t-PA投与では明らかな脳出血を誘発していることに対し, ADAMTS13投与群では脳出血を誘
発しておらず, このことが治療効果の明暗を分けた理由のひとつであると考えられる. 実際に
MCA閉塞後 4 時間での ADAMTS13 または t-PA 投与による脳血流量の変化では, t-PA 投与群
では投与後, 一過性の脳血流量の変化はみられたものの, 脳出血を生じたためか, MCA 閉塞後
24 時間後では脳血流量の低下が認められた. 一方で, ADAMTS13 投与群では MCA 閉塞後 24
時間後でも継続して脳血流量に改善がみられていた. 以上のことより, ADAMTS13は t-PA以上
の脳梗塞治療可能時間を持つ可能性があると考えられる. しかし, t-PA同様にADAMTS13も血
栓溶解作用を示すにも関わらず異なる結果を得た要因として, ADAMTS13 の特徴的な血栓溶解
様式にあると考えられる. t-PAの血栓溶解様式は, その強力な血栓溶解作用から血栓を根元から
溶解するため, 血栓溶解という面では抜群の効果を発揮するが, 脳出血を誘発しやすい状態に
も陥る (図 35). 一方, ADAMTS13 は, ずり応力依存的に vWF を切断し血栓を溶解する特徴を
持つことが報告されている 18). vWFは一つの subunit が多重に重合した状態で血液中を循環して
いる 12). ADAMTS13は vWFのA2ドメインを特異的に切断する酵素であるが, vWFが重合した状
態では A2ドメインに到達することができず, ADAMTS13は血栓溶解反応を示すことができない
18)
. つまり, ADAMTS13 が vWF を切断するには vWF の stretch が重要であると報告されている. 
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この事が何を意味するのかというと, 図 35 で示すように, 血栓が形成されると血流速度に差が
生じる. そして血流速度の速い側では血栓を引き延ばそうとする力が働き, vWFの stretchが起き
る. これを血液のずり応力と呼び, ADAMTS13 はずり応力により引き延ばされた vWFを切断す
ることで血栓溶解作用を示すと考えられる. つまり ADAMTS13 は血栓の端から徐々に血栓を削
る性質を持ち, 病的血栓が消失し, 血流速度の勾配が消失するとADAMTS13は vWFを切断しな
くなるため, 本来生体防御に必須な止血機能は維持することができると考えられる. この性質に
より, ADAMTS13 は t-PAで問題となる脳出血の誘発を克服できたと考えられる. 
 
 
図 35  ADATS13と t-PA の血栓溶解様式 
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また, t-PAによる脳出血誘発の要因には炎症反応も関与していると報告されている. 脳梗塞後
の炎症反応は血液脳関門の破綻や血管内皮の損傷を引き起こし, 脳出血を誘発させやすい状態
へと導く. また, t-PA 自体にも炎症反応を誘発させる作用があることが報告されており, t-PA を
脳梗塞後遅発的に投与すると P-セレクチンや E-セレクチン, intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1) などの血管炎症が生じると報告されている. ADAMTS13 は第 2 章第 2 節の結果より, 
炎症反応にも寄与している可能性があり, 実際に ADAMTS13 投与後の血漿中 HMGB1 濃度は
有意に減少したことから, 抗炎症作用も示すことが明らかとなった. つまりADAMTS13の持つ
抗炎症作用は, 炎症による梗塞巣拡大の抑制だけでなく, 脳出血リスクの軽減にも働いている
と考えられる.  
以上のことより, 血栓溶解作用のみならず抗炎症作用も示す ADAMTS13は急性期から亜急性
期に引き起こす細胞障害に対し有効であり, その特徴的な血栓溶解様式から脳出血を併発しに
くい可能性がある. そのため, ADAMTS13は t-PA 以上の安全性, 治療効果, 治療可能時間の拡大
が期待でき, 脳梗塞の新規治療薬の候補として可能性を秘めていることが示唆された.  
 
 
図 36  t-PAと ADAMTS13 の脳梗塞治療可能域の比較 
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炎症反応
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第 3章 ADAMTS13による抗炎症作用の検討 
第 2章第 2, 3節の結果から, ADAMTS13は血栓溶解作用のみならず抗炎症作用も備え持つこと
が明らかとなった. 第 3章では, ADAMTS13が t-PAに比べ, より治療効果の高いものとして確立
するため, ADAMTS13が血栓溶解に伴う 2次的な抗炎症作用だけではなく, 直接的に抗炎症作用
を示すのか検討した. 第 1 節では ADAMTS13 の抗炎症部分を示すと考えれらえるドメインのひ
とつである Thrombospondin 1(TSP-1) が CD36 受容体を介して抗炎症作用を示すか, in vitro で検
討を行った. また, 第 2 節では実際に TSP-1 を脳梗塞モデルマウスに投与し, 治療効果を示すか
検討した. 
 
第1節 A172 (ヒト神経膠芽腫細胞) を用いた細胞障害に対する ADAMTS13の効果 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 細胞培養法 
1.1.1. 実験細胞 
  A172（ヒト神経膠芽腫細胞 , Human glioblastoma, 理化学研究所）を用いた . （Human 
glioblastoma は, アストロサイトのみで組織される細胞である. 図 31 参照. ）  
  
1.1.2. 使用試薬 
  
＜培地の作製方法＞  
①  DMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen 製）1 袋 
NaHCO3                                            3.7g 
精製水 
                                                 総量 1000mL 
１－１：培養液（培養時） 
① で作製した DMEM 溶液          500mL 
   FBS                                50mL 
      ペニシリン・ストレプトマイシン     5mL 
     これを滅菌処理し, 使用した. 
 
１－２：培養液 (実験時) 
① で作製した DMEM 溶液          500mL 
   FBS                                5mL 
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      ペニシリン・ストレプトマイシン     5mL 
     これを滅菌処理し, 使用した. 
＜PBS の作製方法＞ 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline（Invitrogen製）1 袋 
精製水 
                                           総量 1000mL 
      これを滅菌処理し, 使用した. 
 
1.1.3. 細胞培養法 
  A172 細胞をベントキャップフラスコ 50mL（FALCON 社製）にまき, 培養液中にて培養した. 
細胞が約 80%コンフレント状態になるたびに約 3〜4 割の細胞数を採取し, 培養を継続した.  
 
1.2. 免疫染色 
   培養細胞免疫染色用チャンバーに A172 細胞を撒き, 80%コンフレントに達した状態にする. 
培養液を捨て, PBSで 3 回洗浄し, 4%パラホルムアルデヒド液 (第 1章 3節 1.2.4.と同じ) を用
いて細胞を固定する (10分間). 固定後, PBSで 3回洗浄をし, PBSで調製した 0.2% Triton Xを用
いて透過処理を行う (5分間). 終了したら, 再度PBSで3回洗浄を行う. PBSで調製した1%BSA
でブロッキングを行う (1 時間). その後, 3 回洗浄し, PBS で調製した 1 次抗体(200 倍希釈)を
滴下し, 4℃オーバーナイトインキュベートする.  
  3 回洗浄後, PBS で調製した 2 次抗体 (1000 倍希釈) を滴下し, 1～2 時間インキュベートする. 
その後, PBSで 3回洗浄し, DAPIを用いて封入を行う. この時にスライドガラス上のチャンバー
カバーを取り外す. 
<試薬> 
1 次抗体   anti-GFAP (Goat)               Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
         anti-CD36 (Rabbit)               Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
2 次抗体 anti-Goat TR                     Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
         anti-Rabbit FITC                 Santa Cruz Biotechnology, inc. 製 
封入剤  DAPI (4′, 6-ジアミジノ-2-フェニルインドール)    Thermo Fisher 製       
 
1.3. WST-1 Assay法 
1.3.1. WST-1 による蒔き数検討 
80%コンフレントに達した A172 細胞を DMEM 培地で段階希釈し, 96well plate の各 well に, 
6.25×10
4
, 3.13×10
4
, 1.56×10
4
, 0.78×10
4
, 0.39×10
4
, 0.195×10
4
, 0.098×10
4
 cells/cm
2ずつプレーティング
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した. 72 時間インキュベート後, WST-1 試薬（Takara）を各々の wellに 20µL ずつ速やかに加え, 1, 
2, 3, 4 時間 37℃インキュベーター中に放置した. 反応後, 波長 450nm（補正波長 655nm）におけ
る OD 値を測定した.  
 
 
 
1.4 使用薬物および調製方法 
<試薬> 
Thrombospondin 1, human, bovine, mouse  (ABGENT) 
Oxidized Low Density Lipoprotein, human  (Biomedical Technologies Inc.) 
anti-CD36 , Rabbit                     (Santa Cruz Biotechnology, inc.) 
それぞれの試薬を, 滅菌された DPBS で適当な濃度に希釈し使用した. 
 
1.5. WST-1 による薬物濃度の決定 
   80%コンフレントに達した A172 細胞を DMEM 培地で希釈し, 96well plate の各 wellに 2×104 
cells/cm
2ずつプレーティングし over night した. 第 3章 1.3.で調製したサンプルを各 wellに 20µL
ずつ添加し, 48時間インキュベート後, WST-1試薬を各々の wellに 20µLずつ速やかに加え, 1ま
たは 2 時間 37℃インキュベーター中に放置した. 反応後, 波長 450nm（補正波長 655nm）にお
ける OD 値を測定した. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
使用しないwells
使用しないwells
使
用
し
な
い
w
el
ls
使
用
し
な
い
w
el
ls
使用しないwells - 100μlのDPBS培地を入れておく.
6.25 3.13 1.56 0.78 0.39 0.19 0.098 0
DPBS
0.049 0.024 (cells/cm2)
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＜測定原理＞ 
WST-1 Assay 法は, 生細胞, 細胞増殖能力及び細胞生存能力の指標となる方法である. WST-1
（テトラゾリウム塩）がミトコンドリア呼吸により産生した電子を受け取り, ホルマザン色素に
還元される. このホルマザン色素を 450nm（補正波長 655nm）の吸収波長で測定する. 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
1.6. 細胞保護効果の検討  
   80%コンフレントに達した A172 細胞を DMEM 培地で希釈し, 96well plate の各 wellに 2×104 
cells/cm
2ずつプレーティングし over night した. 適当な濃度で調製した anti-CD36 または
Thrombospondin 1 をあらかじめ, 各 wellに 20µL ずつ添加し, 2 時間インキュベート後, Oxidized 
Low Density Lipoprotein (Ox-LDL) を添加し, 48 時間インキュベートした. その後, WST-1 試薬を
各々の wellに 20µLずつ速やかに加え, 1 または 2 時間 37℃インキュベーター中に放置した. 反
応後, 波長 450nm（補正波長 655nm）における OD 値を測定した. 
 
1.7. Ox-LDLによるHMGB1遊離濃度の測定 
 80%コンフレントに達したA172細胞をDMEM培地で希釈し , 6well plateの各wellに2×104 
cells/cm
2ずつプレーティングしover nightした. 翌日, Ox-LDLを0.5, 5.0, 50 μg/mLの濃度で添加し, 
その48時間後に上澄みを回収し, 遠心分離 (15,000rpm  15分) を行い, 上澄み液をサンプルと
した.  
 尚, HMGB1の測定にはシノテストを用いた. 
 
1.8. Thrombospondin 1による抗炎症作用 (HMGB1遊離量測定) 
 第3章1.6.と同様にA172細胞をプレーティングした. 翌日, Ox-LDLを5.0 μg/mL添加した60分後
にThrombospondin 1を0.5, 5.0 μg/mLを添加した. そのその48時間後に上澄みを回収し, 遠心分離 
RS: ミトコンドリアのコハク酸―テトラゾリウム還元システム 
EC: 電子結合試薬 
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(15,000rpm  15分) を行い, 上澄み液をサンプルとした. 
尚, HMGB1の測定には第3章1節1.6.と同様に行った. 
 
1.9. 統計処理 
  独立した 2群間の比較には student t-testを使用し, また多重比較を行う場合は Tukey’s testを使
用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
  
2. 実験結果 
2.1. WST-1 による蒔き数検討 
結果を図 32に示した. 結果より, 蒔く細胞数は 2×104 cells/cm2とし, WST-1の測定はWST-1を
添加して 1 時間後および 2 時間後とした.  
 
2.2. WST-1 による薬物濃度の決定 
 結果を図 33 に示した. 結果より, Thrombospondin 1 の添加後濃度（培養中濃度）は細胞の生存
に影響のみられない 10 μg/ml 以下が望ましいとした. また, anti-CD36 の添加後濃度（培養中濃
度）については変化が認められなかったため, Shu-Tong らの報告 41) をもとに 2～10 μg/ml を用
いることにした. Ox-LDLについては細胞障害の認められる濃度 50 μg/mlを用いることにした.  
 
2.3.  Thrombospondin 1 の細胞保護効果 
結果を図 34 に示した. 結果より, anti-CD36 の添加により, Ox-LDLによる細胞障害を抑制する
ことが認められた. また, Thrombospondin 1 の添加によっても, Ox-LDLによる細胞障害を抑制す
ることが認められた.  
 
2.4. Ox-LDLによる HMGB1 遊離濃度の測定 
結果を図 35 に示した. 結果より, Ox-LDL添加による HMGB1 の遊離量は濃度依存的に上昇す
ることが明らかとなった. ただし, 第 3章第 1節 2.2.の結果より, Ox-LDLを 50 μg/mLで添加した
際のHMGB1遊離量は, 細胞死により放出されたHMGB1の量も含まれると考え, 第 3章 1節 1.8.
の検討では細胞死を起こさず, HMGB1 を遊離させることのできる 5.0 μg/mL の濃度を用いて検
討を行った.  
 
2.5. Thrombospondin 1 による抗炎症作用 (HMGB1 遊離量測定) 
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結果を図 36に示した. 結果より, Ox-LDL添加による HMGB1の遊離量は TSP-1を加えることで
有意に減少した. つまり, Ox-LDLによるHMGB1の遊離をCD36受容体と結合するTSP-1が抑制
することが明らかとなった. 
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第2節 脳梗塞に対する Thrombospondin 1 の脳保護効果検討 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
 実験動物ならびに飼育方法は, 第 1 章第 1節の 1.1.と同様である. 
 
1.2. 実験手続き 
1.2.1.  使用薬物および実験スケジュール 
<試薬> 
Thrombospondin 1 (Abcam) 
投与量 : 0.1 mg/kg, 1.0 mg/kg 
<実験スケジュール> 
4h-MCA閉塞後, 再灌流直後に尾静注を行い, MCA閉塞 24 時間後梗塞巣体積を測定. 
 
1.2.2.  MCA閉塞マウスの作成手順 
MCA閉塞マウスの作成手順は, 第 1 章第 1 節の 1.2.1.と同様である. 
 
1.2.3.  2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 染色 
TTC 染色は, 第 1 章第 1 節の 1.2.2.と同様である. 
 
1.2.4.  梗塞巣体積の算出 
梗塞巣体積の算出は, 第 1 章第 1 節の 1.2.3.と同様である. 
 
1.3. 統計処理 
  Tukey’s test を使用した. なお, 危険率が 5%である場合を統計学的に有意差有りとした. 
 
2. 実験結果 
2.1.  MCA閉塞後、Thrombospondin 1 (TSP-1) 投与による梗塞巣体積変化 
結果を図 37 に示した. 4hMCA閉塞を施した脳梗塞モデルマウスに対し, Thrombospondin 1 
(TSP-1) を投与したところ, 1.0 mg/kg の投与で梗塞巣体積の減少が認められた. 
<梗塞巣体積> 
vehicle : 99.8±10.8 mm
3
, TSP-1 (0.1 mg/kg) : 84.9±9.9 mm
3 
, TSP-1 (1.0 mg/kg) : 72.4±8.9 mm
3 
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考察 
第 2 章第 2 節の結果から, ADAMTS13 は血栓溶解作用のみならず抗炎症作用も備え持つこと
が明らかとなった. 本章では, ADAMTS13 が t-PA に比べ, より治療効果の高いものとして確立
するため, ADAMTS13 が血栓溶解に伴う 2 次的な抗炎症作用だけではなく, 直接的に抗炎症作
用を示すのか in vivo により検討を行った.  
ADAMTS13のマルチドメインのひとつである thrombospondin 1 (TSP-1) は, 脳梗塞時の炎症反
応に関わるスカベンジャー受容体 CD36と結合する. この結合が CD36の活動を抑えることで抗
炎症作用を示すのか検討するため, CD36受容体を有するアストロサイト 42, 43, 44) のグリオーマで
あるA172細胞を用いて検討を行った. まず, この実験系がCD36の検討を行う上で, 正しく検討
することができるのか, CD36 のリガンドである酸化 LDL と, CD36 のブロッカーとして
anti-CD36を用いて検討を行った. A172細胞に, 酸化 LDLを 6.5～100 μg/ml 曝露させたところ濃
度依存的に細胞死が起きていることが認められた. CD36受容体を有する細胞への酸化 LDLの添
加は, NF-κBの活性化や TNF-αの遊離量増加を引き起こし, 炎症反応を誘導すると報告されてお
り 45), このことが細胞死を引き起こしたと考えられる. 次に, anti-CD36 をあらかじめ A172細胞
に添加しておき, 酸化 LDL 100μg/ml を曝露させたところ, 優位に細胞死を抑制することが認め
られた. つまり, この実験系において, CD36受容体に対するアゴニスト, アンタゴニストの関係
を正しく検討できることが確認された.  
TSP-1とあらかじめA172細胞に添加しておき, 酸化LDL 100μg/ml を曝露させたところ, 有意
に細胞死を抑制することが認められた. つまり, TSP-1 は CD36 と結合することで, CD36 のリガ
ンドによる情報伝達を拮抗することが示唆された(図 38). 
  
図 38 ADAMTS13 と CD36 の結合様式 
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以上のことから, TSP-1をマルチドメインに含むADAMTS13はCD36による炎症反応の惹起を
抑制することができると考えられる. 第 1章第 2節より, MCA閉塞後, CD36の発現量は脳虚血後
1 日目をピークに 3 日目まで上昇していることから, ADAMTS13 による抗炎症作用は脳虚血後 3
日目まで効果を期待することができると考えられ, t-PA以上の治療域を持つことが期待できる. 
 また, CD36受容体の下流には NF-κB が存在する 21, 46). この NF-κB の活性化は HMGB1の遊
離を促進すると報告されており 47, 48), ADAMTS13がCD36を介してHMGB1の遊離を抑制する可
能性がある. 更に, 大神らによるとCD36は advanced glycation endproducts  (AGE) の一つであり
49)
, また HMGB1 の受容体である RAGE もそのファミリーに属すると報告されている (図 39) 49, 
50)
. このことから ADAMTS13 は直接 HMGB1 に作用する可能性が考えられる. 
 
 
図 39  AGE のファミリー50) 
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総括ならびに結論 
 
脳梗塞治療では, t-PA以上の有用な治療可能時間の長い治療法が求められている. 本研究では
新たな血栓溶解薬の候補として, von Willebrand factor 切断酵素である ADAMTS13 に着目した. 
このタンパクの脳梗塞時における病態生理学的役割を解明し, ADAMTS13 が, t-PAに替わり, 脳
出血を誘発することなく, 血栓溶解作用をもつ新たな脳梗塞治療薬の候補となりえるか検討し
た.  
 
＜MCA閉塞モデルの基礎検討＞ 
・ 4 時間の MCA閉塞，20 時間の再灌流処置は，線条体に脳梗塞巣を有意に形成した． 
・ 4時間MCA閉塞後, 炎症マーカーである血漿中HMGB1濃度とCD36の発現量増加が認めら
れた. 
・ 4 時間 MCA 閉塞後,血漿中 HMGB1 濃度がピークに達する時期に, 最も死亡率の増加が認め
られた. 
・ 4 時間 MCA閉塞後, 運動機能障害が現れるが慢性期になるにつれて改善がみられた． 
・ 運動機能障害の改善が認められる時期に, 脳内ではアストロサイトの活性化と特徴的な局
在が認められた． 
 
以上の結果から，4 時間の MCA閉塞により閉塞された血管は、虚血状態になり破壊され，そ
の後 20 時間の再灌流により，破壊された血管部に血液（酸素）が再び流れることで CD36 や
HMGB1 などによる炎症性神経細胞死を誘発し、脳梗塞巣を形成していることが明らかになった．
更に, HMGB1に関してはMAC閉塞後の死亡率増加と因果関係があることから, 脳梗塞発症後の
予後を測るのに適切なマーカーであることが明らかとなった. 
また, 慢性期にみられる運動機能の回復はアストロサイトの活性化が関与していると考えら
れる. 
  
＜t-PA の脳梗塞治療効果と脳出血併発＞ 
・ MCA閉塞後 2時間での t-PA投与は脳出血の誘発なしに, 梗塞巣体積を減少させ, 治療効果
を示した． 
・ MCA 閉塞後 4 時間での t-PA 投与は, 梗塞巣体積に変化は認められず, また, 大量の脳出血
を併発していた． 
 
以上の結果から, 脳虚血後 2 時間以内の t-PA 投与では治療効果を発揮することができたが, 
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臨床でも言われているように長時間の虚血に対しては t-PAが治療効果を示さないことが動物実
験でも明らかとなった. 更に, 治療域を超えた (4 時間以上) t-PA 投与では大量の脳出血を併発
し, むしろ致死的症状を招いていることが認められた. 発症から 4.5 時間以内という短時間で
t-PA を使用できる症例は限られており, t-PA以上の therapeutic time window と脳出血を誘発
しにくい新たな治療法が必要である. 
 
＜ADAMTS13 の脳梗塞時おける病態生理学的役割の解明＞ 
・ 30分MCA閉塞後, 24時間後の梗塞巣体積は, ADAMTS13 KO (KO) マウスではWild Type 
(WT) マウスに比べ, 優位な増加が認められた.  
・ 30 分 MCA 閉塞後, 再灌流後の脳血流量は WT マウスに比べ, KO マウスでは有意な脳血流
量低下が認められた. 
・ 30分MCA閉塞後, 24時間後の炎症反応 (MPO活性, 血漿中HMGB1濃度) は, WTマウス
に比べ KO マウスでは両炎症マーカーとも上昇したことにより, KO マウスでは強い炎症が
起きていることが認められた . 
 
 以上の結果より, 脳梗塞時における ADAMTS13 の病態生理学的役割としては, 血栓溶解作用
による血流改善作用と, 抗炎症作用により脳保護効果をもたらしているということが明らかに
なった.  
 
＜ADAMTS13 の脳梗塞治療効果＞ 
・ MCA 閉塞後 4 時間での ADAMTS13 タンパク投与は, 脳出血の誘発なしに, 梗塞巣体積を
減少させた． 
・ ADAMTS13 のマルチドメインの一つである Thromspondin1 が, 脳梗塞後の炎症反応の惹
起に関わる受容体 CD36 と結合し, CD36 のリガンドと拮抗することで, 抗炎症作用を示す
ことが認められた. 
 
以上の結果より, ADAMTS13 は, t-PAでは治療域を超えていた 4 時間という長時間の脳虚血に
対しても, 脳出血の誘発なしに, 治療効果を発揮することが明らかになった. また, CD36 のリ
ガンドによる情報伝達を ADAMTS13 が拮抗することが明らかとなった.  
 
＜結論＞ 
本研究により, 新たな血栓溶解薬の候補として着目したADAMTS13は, ずり応力依存的に血
栓溶解を示す特徴から, t-PA 療法で懸念されている脳出血の併発といった問題を克服できる可
85 
 
能性を秘めている. また, ADAMTS13 は血栓溶解作用のみならず, CD36 を介した直接的な抗炎
症作用も発揮することが明らかとなった. 同じ血栓溶解薬である t-PA には, 抗炎症作用を持つ
といった報告等はなく, ADAMTS13は t-PA以上の治療効果を期待することができる. また, 脳梗
塞後 1～3 日目の亜急性期まで CD36 による炎症反応が現れるため, 抗炎症作用を備え持つ
ADAMTS13 は亜急性以降まで治療効果を発揮することができ, 脳梗塞治療の重要な課題であっ
た therapeutic time window の拡大も期待することができる (図 40). 現在の日本は本格的な高齢
化社会に突入し, 脳梗塞の発症率・再発率は今後更に増加するものと考えられ, 脳梗塞に対する
医療ニーズは非常に高く, 脳梗塞治療の更なる発展は必要不可欠であると言える. ADAMTS13
は一次構造が既知であるため, 今後研究が進展することで有効なアミノ酸配列を特定すること
が可能になると予想される. このことは, 脳梗塞の治療薬開発の有益な情報となるのみならず, 
一塩基多型等の遺伝情報と併せることで, 脳梗塞の危険因子として情報を提供することも期待
できる. これらの研究により, 将来の脳梗塞医療の発展に貢献することを期待したい.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 40  
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